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序 論
近年 ､ 肝 炎 を引き起 こ す 原 因 ウ イ ル ス と し てA 型 1}(HAV､ RNA
ピ コ ル ナ ウ イ ル ス) B 型 2 ､ 3'( HBV,DⅣA ､ へ パ ドナ ウイ ル ス) ､
C 型 ヰ ､ 5'(H CV,Rh'A, フ ラ ビ ウ イ ル ス 様) ､ D 型 6}(HDV, 不 完全
RNA)､ E型(HEY, RNA､ カ ル シ ウ イ ル ス 様) の 各 ウ イ ル ス が ある
こ と が分 か っ て き た o そ の う ち血液を介し て伝播す るHCV に よ る
非 A非 B 肝炎は ､ 輸 血後肝炎 ､ 肝癌 の 増加 に よ り原 家 ウイ ル ス の
究 明 ､ 伝播様式 の解明が急がれ て い た が ､ 積極的な予防法はまだ
確立 さ れ て い な い も の の最近検出系も開発 さ れ ､ 急 速 に そ の感染
に 関 す る情報が集積 首 れ う つ あ る o ま た も う ひ と つ の 血液を介し
て 伝播 す るHBV に よ る B型 肝炎は ､ そ の 感染 に よ り急性肝炎 ､ そ
の 激症化お よび主た る感染 の 原 因 で ある垂 直感染 か らの持続感染
に よ る慢性肝炎 ､ 肝 硬変 ､ 肝 癌 な どを 引 き起 こ す重篤な感染症 で
あ る 7' こ とか ら ､ ウイ ル ス 肝炎 の 中で は 一 番早 く か ら研究が盛 ん
に進め られ ､ 抗原抗体 の各測定系が確立 さ れ た後 ､ 感染予 防の た
め に ワ ク チ ン の 開発が進められ て き た ｡
B 型 肝炎 ワ ク チ ン は ､ 1 9 80年代初期 に ､ キ ャ リ ア - ヒ ト血
祭中に 存在す るⅡBV 表面抗原 (丑BsAg ) を集め ､ 不 活化した ワ ク
チ ン を作 る こ と に 成功し 8 ､ 9) ､ その 後約 1 0年間 ､ 数百 万人 に接
種 さ れ効果を示 した o し か し 原料 と し て 用 い られ て い るEBsAg 陽
性 血婆 の 供給 の点 で 限 り が あ る こ と ､ そ の プ ー ル 血渠 に甘BV 感染
患者血清中 に 多量 に存在す る と い われ るHBVe 抗原(HBeAg) 陽性
血祭が含まれ て い る 可能性が十分あ る こ と (最近 で はⅡBe 抗 原 陽
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性血梁も使用 され て い る) ま たfICVや レ ト ロ ウ イ ル ス の 混入等 の
危険性を常 に抱え て お り 1 0) ､ 安 全性 を考慮す る と き良 い ワ ク チ
ン と は言 え な い c
- 方 ､ DN A組換 え技術の 目覚まし い進歩 に よ り ､ D NA ウ イ ル ス
で あ るHBV の ゲ ノ ム の 遺伝子解析が され (Fig.)1 1､ 1 2) I P 25 と
よ ば れ る (P24. 5Ed)タ ン パ ク に 主 と し て昆BsAg の 抗原性 ､ 感染防
御能が あ る と い う こ と か ら こ のP25 を産 生 す る非病原性微生物を
作成す る試 み 1 3) が な さ れ ､ EBsAg を酵母 のDN A中 に組 み 込 み ､
発現 さ れ たHBsÅg を ワ ク チ ン 用抗原 と し て 利用 す る方法が 開発 さ
れ ､ 1 ヰ ､ 1 5) 我が 国 で は198年新 し い組換えHBs ワ ク チ ン と し て実
用化 さ れ た ,o こ の 酵 母 に よ り発現 さ れ た民BsAg はn at iv eなEBsAg
の よ う な糖鎖結合が な か サ た り (Jま
●
た酵母菌体内 にEBsAg が 発現
さ れ る た め菌体成分 の 混入等 の可能性もあり ､ 高度 な精製技術が
必要 と さ れ る な ど問題 が残 っ て い る 1 6) 0
他 方 ､ ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス は 天然痘根絶宣言 (1 9 79年10月 ､
和0 ) が 出る ま で 2世泰己近く ､ 種痘 ワ ク チ ン 抹 と し て使用 さ れ て
き た が ､ 198 2年 ､ 朋o s sら 1 7) 及 びPa olettiら 1 8) が ､ そ れ ぞ れ別
に ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス を eukalyote の 遺伝子挿入 ベ ク タ ー と し て
用 い ､ ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (TE) 1 8) ､ ま た
は Ⅱind II 切断後 のF1 9)遺伝 子部位 に異種遺伝子を挿入した抱
擁え ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス (RVV) を作成 し ､ こ の ウイ ル ス の 接種 に
よ り生体内 で ､ 挿入 し た異種抗原 に対す る抗体誘導が で き ､ か つ
感染を防御 で き る こ と 2 0) を報告し ､ 新 し い 遺伝 子粗.換え技術 に
よ る ワ ク チ ン 開発 の 方法 と し て注目を浴びた ｡ し か し ､ こ こ で 用
い ら れ た ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス は神経病原性 の 強 い 耶 株 で あ り ､
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TE遺伝子部位 に 異種遺伝子 を挿 入す る こ と に よ り ､ 神 経病原性が
減弱 す る と}＼う報告は
之 ‖ あ る も の の ､ 組換 え ウイ ル ス を生 ワ ク
チ ン と し て使用す る に は その 安全性 の面 で 問題が残 さ れ て い る o
以 上 の よ う な背景を踏ま え た う え で ､ 耶王0 の r e c omFle ndatio n
z 2) に 述 べ ら れ て い る よ う な ､ よ り安全性 の 高 い ､ 有効な ワ ク チ
ン を 開発す る こ と を 目的 と し ､ W R株 よ り神経病原性 の著しく低 い
日本 で 開発 さ れ た ワ ク チ ン 株 で あ る 弱毒 ワ ク チ ェ ア ウイ ル スLC 16
rDO(mO)ま た はLC1 6皿8(m8) 株2 3) を ベ ク タ - 2 4) と し て 用 い ､
n at iv eな技BsAg と類 似 した正BsAg を有効 に発現す るRVVを作製し
細胞性免疫 を惹起 さ せ る こ と が 可能な ⅡBs - RV V生 ワ ク チ ン の 2 5)
開 発 の ため-の 基礎研究を行 っ た o
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第 1 章
( H 王∋s A g )
B 型 月干 炎 表 面 抗 原 遺 伝 子
弓弓 毒 ワ ク チ ニ ア ウ イ ノレ
ス の 作 出
ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス を外来遺伝子 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 1 7) と
して 用 い る 場合 ､ ウ イ ル ス 増殖 に 影響 の な い ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト
と し てTE1 8' 遺 伝子部位 ､ ヘ ム ア グ ル チ ニ ン (HA)2 6､ 2 7) 遺 伝子
部位 ､ Hind III F断片のBa mHI サ イト1 9) が 現 在良 く使われ て い
る ｡
本章 に お い て は 弱毒 ワ ク.チ ニ ア ウイ ル ス のTX遺伝子部位 を ク ロ
ニ シ グサ イ トと. レ､ ho m ロ1o.go trsrtr a n sfe ctio n(Fig, ト1) の手
法 に よ っ て ､ 外来遺伝子 (HBsAg 遺伝 子) を挿入したR V を作製
す る こ と を 目
▲
的 と し ､ TE遺伝子部位 にfIBsAg 遺伝子を挿入したプ
ラ ス ミ ドの構築 ､ hom ologo u str a n sfe c七io nに よ るRV Vウ イ ル ス
ク ロ
1
- ン の 選 択 ､ BV V に よ るHBsAg(RV V-H BsAg)の 発 現 お よ びRVV
遺伝子解析 に つ い て 述 べ る 2 8) .
1 - 1) 実験材料お よび方法
ウ イ ル ス ‥ ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス 耶 株 ､ Liste r Origin al(LO) 株
mO抹 2 3) ､ m8株 2 3)
細 胞 : RK- 13 細胞 (RVV の 増殖 と ウイ ル ス カ備 に使用)
Hu m a n143 細胞 (TE
-
の リ コ ン ビ ナ ン ト ウ イ ル ス の
選択 に使用)
制限酵素 : T4リ ガ ー ゼ ､ ヌ ク レ ア ー ゼSI( ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン
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vir u s by
va C C l n l a
ハ イ ム) ､ B ind III,Ec oRI,Sal I,Rs a I,Ipa II,
且ho i
, ウ シ 小腸 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ 夕 - ゼ ､ D打A - ポ
リ メ ラ ー ゼI La rge fr agr:e rlt( タ カ ラ酒造)
形質導入 (リ ン酸カ ル シ ウ ム 共沈澱法) 2 9､ 3 0) :
単層培養 したRR- 13細胞 に ( 約106 c el ls)の ワ ク チ
ニ ア ウ イ ル ス を m. o . i_ 約0_ 1PFU/c ellで 感染 さ せ
3 7o ､ 1 時 間吸着後 ウ イ ル ス 液 を除去 し た ｡ 実験 の部
で構築 したプ ラ ス ミ ドDⅣA 5 J⊥g と キ ャ リ ア ー ウ シ
胸腺 DⅣA 25 LLg を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム と 共沈 さ せ ウ
イ ル ス 感染細胞 に加 え室温30分吸着した o 2%子牛血
清(CS) 添加Eagle - M EM培地 で 細胞を洗浄後 ､ 新 た に
2鴛CS添加官話gle - 湖E常
′
培地 を加え ､ 3_70､ 2 4時 間培養し
た ｡ 感染細胞を - 800 で 凍結融解 3 回 ､ 超音波処理
を した後+ 遠心上清 (600xg,10mirl.) を適当 に希釈
し ､ 単層培養 した‡hm a n143細胞 ( 約106 c ells) に 再
感染 さ せ た(370 ､ 1時 間) ｡ ウ イ ル ス 液 を除去後25
LLg BtlDR存在下2% C S添加Eagle -MEM ア ガ ロ ー ス 培地
で ､ 37
0
､ 3 - 7 日培養した ｡ 生 じ たRV ウイ ル ス ク
ロ ー ン を 確認 した .
RV ク ロ ー ン の 選択
a) ド ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 3 1) : 古u m a n1 43細胞
よ りク ロ ー ニ ン グ し た ウイ ル ス ク ロ ー ン を RK- 1 3細
胞 ( 約2Ⅹ1 05 c ells)に 感染 さ せ ､ 48時 間培養後 ､
- 80o で 凍結 融解‾3 回 ､ 超 音波処 理 し遠心上 清
(600Kg,1 0min.)をナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン (バ イ オ ダ イ
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ン ､ ポ ー ル 社) に ス ポ ッ ト し ､ 3 2tLH BsAg DNA と ド
ッ ト ハ イ プ リ タ イ ズ さ せ芭BsAg 遺伝子挿入ク ロ ー ン
を選択した ｡
b) 発現HBsAg の 確 認 : ド ッ ト ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン に
用 い た ウイ ル ス 培養液をELISA (オ ー ス ザ イ ムⅠⅠ､
ダ イ ナ ポ ッ ト社 3 2) ) ま た はRPHA法 (セ ロ ク l) ッ ト
HBs 抗体感作血球 ､ 化 血 研) でH BsAg の 発現 を確認
した ｡
ウ イ ル ス 力価 の 測定 :
単層培養したRK- 1 3細 胞 ( 約2Ⅹ105 c el ls)に適当に
希釈 したウ イ.ル ス 液(0. 1ml) を感染 さ せ ､ 37O､ l 時
間､吸着後‾ウ イ ル ス 液 を除き新し い培地を添加し 32o
8 Ej 問培養し観察した o ウイ ル ス 力価はT CID5 0/m1
で 示 し た ｡
HBsAg の 定量 : 以 下 の 3定量法を用 い て行 っ た ｡
R 工A法 (オ ー ス リ ア ､ ダイ ナ ポ ッ ト社) ､
ELISA 法 (オ ー ス ザ イ ム工Ⅰ､ ダ イ ナ ポ ッ ト社) ､
R PⅠiA法 (セ ロ ク リ ッ トHBs 抗体感作血球 ､ 化血 研)
挿入 ウ イ ル スDN Åの 遺伝子 パ タ ー ン 解析 :
RV V をRR- 13 細胞 で増殖後 ､ Ric eの 方法 3 31 に よ り
ウ イ ル スDNA を調整 し ､ Ec oRI,光ho I,Hind 工Ⅰ工 の
各制限酵素 で切断後 ､ G. 8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気泳動
を行 っ た ｡
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色で各 バ ン ドを確認後 ､ ゲ
ル 上 のDNA を ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン に移 し 3 2トHBsAg
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DNA を プ ロ ー ブ と し たサ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ タイ
ゼ ー シ ョ ン
3 5) を行 い ､ ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス のTXサ
イ ト にHBsAg 遺伝子が正しく挿入さ れ て い る か否 か
を確認し た ｡
1 - 2) RVV- HBs プ ラ ス ミ ドの 構築
a) pEJHBs - 1プ ラ ス ミ ドの 橋築
TR遺伝子挿入部位に比BsÅg DN Aを挿入したプ ラ ス ミ ドを作
製す る た め ､ ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス 耶 株の技ind 工ⅠトJ7 ラ グメ
ン 卜(TK遺伝子が存在) をpBR328の Ec oRI サイ ト に ク ロ
ー ニ
ン グ し た (pE和J -1)o 一 方法BVadr 株 の 全DNA を ク ロ
ー ニ ン
グ し たpBR H-Badr7Z
′′ ブ ラ ス ミー ド3 6' (箇 立 予防衛生研究所
米山博士より分与 さ れ た ｡ Fig ･ ト2) をPr e S 抗原領域 に あ
るX ho I サ イ トお よぴ‡BsAg 遺伝子領域のBa m EIサ イ トで 切
断し ､ 1. 27Kb のⅡBsAg 遺伝 子 を含む フ ラ グ メ ン ト をpE 耶iJ
- i
のEc｡ RIサ イ トに挿入し/TX遺伝子プ ロ モ ー タ ー に正 向き に
連結した pEJHBs - 1 プ ラ ス ミ ドを得た (Fig･ ト3)o
b〕 pUNZ60プ ラ ス ミ ドの構築
a) で構築 したTKプ ロ モ ー タ ー に よ るHBsAg 遺 伝子 の 発現
を さ ら に強 い も の に す る た め ､ ワ ク チ ニ ア ウ イ ル スWR株の初
期 タ ン パ ク プ ロ モ ー タ ー (P7 . 5遺伝子)
3 7) をTE遺伝子プ ロ
モ ー タ - の 下 流 に連結 し ､ そ の 下 流 にHBsAg 遺伝子を挿入し
たプ ラ ス ミ ド を得 る こ と を試 み た o
wR株 のEind 工ⅠI C断片 ( 約2 1 K b,P7 . 5 遺 伝 子 を含 む) を
王c ｡- RI で切断し ( 約9. 7 Kb) ､ さ ら に Sal I消化後pUC9 に挿
- 9 -
(,A)
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F ig･ 1 - 2 (A) Re strict io n e ndo n u cle a s e clea v age fn apS Of hep
l
atitis
a ge n o m e s_ C lo n e s adr4, adr2 7 a nd adr1 2 5a re fr oJn adr s ub ty pe
vir u s e s･ S a nd C ind ic ate the lo ci fo r the BBsAg ge n e a nd
HBcAg ge n e, r e spe ctiv ely ･ (B) Str ategy for
l
s equ e?cing D N A by
t he m ethod of Na x a th a nd G i l be rt. Ar r oy s indic ate r egio n s
t hat y e r e s equ e n ced fr om t he cle a v age site of r e strictio n
e ndo n u cle a s e s(f illed cir cle s).
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adr7 2
sAg
Bam HI
卜申 m H I/X hoI
§きR8
巨Ec oR工Sllう9aSe
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Fig･ ト 3 Co nstr uction of the r e c o nbinant plasmids.
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Hind 丑
入 o 再 びSal I で こ の pUC9を消化し得られたDhTA 断片 (約
0･ 9Eb)をRs a I で 消化し ( 約0. 3Eb)､ pUC9 のSal I,Rs aI サ
イ ト に挿入 ､ P7･ 5遺伝子 を含むpロ耶Llプ ラ ス ミ ドを得た ｡
こ の プ ラ ス ミ ド をEc o RI消化後 ､ 5
'
末 リ ン 較 を ア ル かノ ブ
オ ス フ ァ 夕 - ゼ 処理 し ､ a) で 用 い た1･ 27KbのⅡBsAg 遺伝 子
を含むDIVA フラ グ メ ン 卜 にEc oRIリ ン カ ー を つ け ､ リ ガ ー ゼ
処 理 しpU 和Bs - 1プ ラ ス ミ ドを構築 した o
こ れ をHpa IIで 切断し ポ リ メ ラ ー ゼ 処理 し ､ pUC9に 皿8抹 の
ffind 工IIrE フラ グ メ ン ト (TK遺伝子 を含む) 3 8' を ク ロ ー ニ
ン グ し たpUNZ3 4プ ラ ス ミ ドのEc o RIサ イ ト に挿入 し ､ pUNZ6 0
プ ラ ス ミ ドを構築 した･(Fig. ト4)o
1 - 3) RVV-fIBs ウイ ル ス ク ロ ー ン の 選 択
1 - 2)
●
で 構築 され たpEJHBs - 1お よ ぴpUNZ60プ ラ ス ミ ドDNA
を 削 ＼形質導入 の 方法 に よ り ､ ワ ク チ ニ ア ウ イ ル スWR
,LO, 帆
m8株 と の ho m ologo u s七r a n sfe ctiムn を行 い 得られたTK- ウ イ ル
ス ク ロ ー ン をRKJ- 1 3細胞 で増殖 さ せ ､ ド ッ トハ イ プ リ グ イ ゼ ー
シ ョ ン お よ びEL工SA 法ま た はRPHA法 に よ り‡BsAg DNA が 正 しく
導入 さ れ ､ か つ HBsAg を高発現す る ク ロ ー ン を選択した o 結果
はTab le 1- 1, ト2 に 示 した ｡
pEJEBs - 1 プ ラ ス ミ ド か ら のRVV はPT
･ 5プ ロ モ ー タ ー を導入し
たpUⅣZ60プ ラ ス ミ ド か ら の R V に比 べ FBsAg の 発 現 は少なく
ELISA 法 で わ ずか に 発 現 が認められ た (Table i - i) a puNZ6 0
プ ラ ス ミ ド か ら の RVV はHBsAg の 発現量 が多く ､ RPEA法 で も
HBsAg を検出す る こ とが で き た o WR株 は ♯28(rpr oEBWR28),LO,
- 1 2-
0
htR strain
7. 5 kpr o m ote r
出坤 軸 書
Ball TRs aI
.pU u PrI
÷
♂
HBsAg
EZZZ 詔詔≡≡≡召
Xho王
E⊂oRI'E⊂oRI
”
pUuHBs
-1
HpaI I
BaLTIH r
Linke r
pU C 9
L C1 6m8 str ain
望 ('K)
Hind!II
pUN Z 34
Ec oRI
I
polymera s e
pUトほ6 0
H indII I
Fig. i- 4 con str uctio n of the re c ombin a nt p(asmid pU NZ 60. See
Materia(s a nd m ethods.
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TabLe ト1 Pr odu ctio n of HBs Antige nin the Cultur e .Medium
fr o汀l Infe cted Cells
a
'
Str ain Origin al
Str ain
ODヰ 9 之n m
b
･
c
LO D. 054
LC16mO D. 031
LC16血8 0. 060
LDⅢ11-1 La O､. 92a
mOHB ト3 LC16!刀O i_ l 上o
mOHB9-1 LC16mO 〉2.000
m8汀B20- 3
･
LC16m8 1.607
m8Ⅲi28-1 - LC16m8 0. 455
WRI領 一P WR 0.132
a ; RR- 13c ellm D n Olaye r sw e r einfe cted withpurified va c cinia vin l S e S
a七 a んItiplici七y of 0.1 pfu per c ell_ Af七e r7 days,the pr o血 ction
of HBsAi;lh
.
a S dete cted by AUSZ ⅧE II(Abott)I
b ; The abs o rba n c e at 492nm a r e shown-
c ; The OD1 9 2 0f 七he cut
-
offvalu eis O･ 092-
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株は ♯17(rProflBLO17),F10 株 は 弁143(rPr oEBrBO1 43), m8 株 は ♯
39 (rPr oEBTn839) を高発現RVV ク ロ ー ン と し て 選択 し (Table
ト2)以 下 の 実験 に 用 い た ｡
1 - 4) 選択R VVク ロ ー ン に よ る 珪BsAg の 発現
選択 した各RVV ク ロ ー ン をRR- 13細胞 に0. 5 - 30PF口/ce11感
染 さ せ ､ 24時間後 に細胞上清 ､ 細 胞中 の ウ イ ル ス 力価 ､ 珪BsAg
量 を測定した ｡ そ の 結果はTable 1 - 3 の と お り で あ る ｡
p7 . 5プ ロ モ ー タ ー を連結 す る こ とに よ り得られたRVVは ､ 細
胞上清 ､ 細 胞中どちら に お い て も昆BsAg を検出す る こ と が で き
た ｡
さ ら に rPr o珪BmO1 4 3, rPr o甘Bm839ク ロ - ン を2Ⅹ10
5
c e1 1s の
RE-13. 細 胞 に感染 さ せ
A
( RV V に よ るHBsAg (RVV +ほsAg) 発現 の
kin et ic sを 検討した o Fig. 卜5 はrPr ottBmO1 43 の場合の結果を
示す囲 で ､
一
RVV 感染後 5時間目噴か ら感染細胞上清中にHBsAg
が 検出 さ れ る よ う に な り ､ 感染後 4 8時間目に は ､ 細胞上清 ､
細胞中合わ せ て1,100ng/2x105 ce11s の耳BsAg が検出 さ れ た o
1 - 5) 選択RVV ク ロ ー ン のDNA 遺伝子 パ タ ー ン 解析
pEJHBs - 1プ ラ ス ミ ドDN Aと のhorn ologou s tr an sfe ctio n に よ
り得られた舶 ,L O,TDO, m8 株のRV V で ､ HBsAg を発 現 す る ク ロ ー
ン を制 限酵素 で切断し 3 2卜LC16E78 Hind III Kフ ラ グメ ン トま
た は 3 2p- HBsAg DNA と の サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を行 っ た結果 をFig. i - 6 に示 す o
各選択したRVVはTK サイ ト にHBsAg DNA が 正 し く挿入 さ れ て
い る こ と が示 さ れ た ｡
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Table ト2 Sc r e ening a nd Sele ctio n of Re c ombina ntVa c cinia Vir u e s
拙sAg Expre ssio n
Pa r a n七al
Str ain
Po sitive
RP王仏 a ELISA
b
/Te sted 召
t
.
e
g:H｡
O
i…こ呈;. ∩)
DNA Dot Blot
tiybridiz atio n
wi七h
3 2 p- HBs Dh
'
A
ⅥR
i 6
菩18
14/90貴28
寺55
書77
菩8O
rm
(1/16)
O1 33
.
6 十
0. 423 十
o_ 747 ＋ 押RPHB)
0. 494 ＋
0. 490 十
a. 4&4 十
LO
･
1/25書17 叩〕
(1/1)
o. 87l 十 (LOPtB)
LC16mO
善 9
音24
幸25
菩40
59/82
■
ニ昔50
音62
善7D
書72
告76
手124
音142
善143
5
5
｢
つ
4
6
5
4
6
r
-
コ
｢
つ
4
6
ND
十
十
＋
＋
＋ (f:OP.HB
＋
十
千
千
十
＋
＋
LC16m8
菩34
音39
10/8 2朗9
書70
菩74
専85
4
'
3
5
4
ら
3
NT)
＋
＋
千 (m8PHB)
＋
i
十
＋
a ; se r o crit (Se n siヒiz ed RBC, イ出n研) b ; Aus zym e 工工 (Abott)
- 1 6-
Table ト3 Effe c七 of the 7:5K-Pr o nlOte r O n-the Produ ctio n of･拙sAg
Vir u s Pr o m ote r lnfe ctio n HBsAg a nd Vir 旧 Yield('2Ⅹ105ce11s)
fo r (PFt]/c ell) Cultur e姐edil 皿 ICellExtr a ct
Str ain H8s- ge n e RPⅠ仏 TC
■
ID5 ｡ RPEA TCID5 ｡
ⅦR 4.6 く2
LO 33. 5 く2
mO 10. 8 く2
m8 20. 0 く2
ND
く2
く2
く2
く2
1.8xlO7
3_ 2Ⅹ106
1. OxlO7
3. 2Ⅹ106
博RHB-P
LO王iBト1 Pt k
mOIBP-i
m8ⅡB20-3
10. 8
19. 2
33. 5
20.0
く2 5. 6且10
JI
く2
く2 1. 0Ⅹ105 く2
く2 5.6Ⅹ105 〈2
く2 3. 2xlO5 〈2
5. 6Ⅹ106
3. 2xlO6
1. 8Ⅹ107
5. 6Ⅹ106
WRPRB28
LOPHB17 PT, 5
mOPHB143
m8PIB39
1. 1
2. a
0. 6
0.5
25 1. OxlO4
2ユ･ 1. 8Ⅹ1D4
25 5. 6Ⅹ104
25 5. 6Ⅹ10ヰ
23
2之
2ヰ
23
1. OxlO7
1. OxlOT
5. 6Ⅹ106
5. 6xlO5
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●
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m ediu m: ▲ . rProト1BmO1 43 c eue xtr a ct:0 . mO m ediu m:● . mO c eHextracl
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さ ら に pUNZ6 0プ ラ ス ミ ド と のhoE10logo u str a n sfe ctio n に よ
り選 択 さ れ た只VV の う ち ､ t!BsAg を高発現 し ､ か つ ド ッ ト ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 3 2p- H BsAg DNA と ハ イ プ リ タイ ズ
す る ウイ ル ス ク ロ ー ン の サ ザ ン プ ロ ッ トを行 っ た o rPr oⅠiBrnO
143 DNA の Ec o RI,光ho I,Hind 工ⅠⅠ 各制限酵素 で切断後の サ ザ
ン プ ロ ッ ト の 結果 をFig. ト7 に 示 し た ｡ pUⅣZ6 0プ ラ ス ミ ド に ク
ロ ー ニ ン グ し たEBsAg DNA の､ T K遺伝子挿入部位 に お ける 各制
限酵素切断図 (Fig. 1 - 8)と比較す る と ､ rPr oHBmO143 RVVのT E
遺伝 子部位に ､ 予 想 さ れ る 長 さ のfIBsAod DNA ,P7 , 5 D,NA が正 し
く組み込 まれ ､ か つ 他 の部分 に お い て も欠失や ､ 付加 な ど が起
き て い な い こ とが分 か っ た ｡
1 - 6) 要約 ､ 考察
要約
① ワ ク チ ニ ア ウ イ ル スⅦR株 の TR遺伝子サ イ ト に ､ 正 向き に丘BV
adr 株 のPr eS 抗原遺伝子 の 一 部 と全HBsAg 遺伝子を含むDNA
を挿入したpEJHBs 1 1プ ラ ス ミ ド ､ お よ びm8株 のT E遺伝子 サ イ ト
にWR株PT . 5遺 伝子 とPr eS 抗 原 の 一 部 ､ 全HBsAg 遺伝 子 を連結
したDNA を挿入 したpUNZ60プ ラ ス ミ ドを そ れ ぞ れ構築した ｡
②pEJⅡBs - 1及 びpUNZ60プ ラ ス ミ ドを 開 い ､ hom ologo u s tr a rlS -
fe ctio n に よ り 形 質導 入 さ れ たR V Vは ､ い ずれ も挿入し た
RBsAg 遺 伝子 に よ りHBLsAg を発現 したが ､ PT . 5プ ロ モ ー タ ー を
連結 した場合 の方 が ､ 顕 著 に そ の 発現 量 が多 か っ た ｡
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③HBsÅg の 発 現 は最初 に ウ イ ル ス 感染細胞内で 検出 さ れ ､ 少 し
遅 れ て 培養上清 で も検出 さ れ た ｡ rPr･o宜BmO143で は そ の 発現 量
は感 染後 4 8 時 間 目 に 培養上清 ､ 細 胞中 あわ せ て 1. 1 LLg/
2Ⅹ10
5
c e11sで あ っ た o
④HBsAg を高発現 す るRV はRVVDNA の ア ガ ロ ー ス 電 気泳動 に
よ る制限酵素切 断 パ タ ー ン お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ [) タイ
ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り ､ ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス のTKサ イ トにP7 . 5プ
ロ モ ー タ ー ､ HBsAg DN Aが 正 し く組 み 込 まれ ､ か つ 他の 部分 に
お い て も欠失や付加がな い こ と を確認した ｡
考察
ワ ク･f ニ ア ウイ ル スWR株 のT E遺伝子 サ イ トに ､ 異 種抗原遺伝
子 を挿入したRVV の 作出 に つ い て は ､ す で に 多く の 報告 3 9
- 4 丁)
が ある が
■
､ そ の 多く は向神経性が高く神経病原性の 強 いW R株が
異種抗原遺伝子挿入 ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ て い る ｡ 種痘 ワ ク
チ ン
`
と し て ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス を使用し て い た 時 の 接種後脳炎
､ 悩症 の 合併症 の 発生を考慮す る 時､ w R抹 を使用 し てRVV 生 ワ
ク チ ン を作 る こ と は安全性 か ら問題が あ る と考 え る 2 4) o
mOま た は m8株 を遺 伝 子 挿 入 ベ ク タ ー と し て ho m ologo tis
tr a n sfe c七io nに よ り作出したTK遺伝子プ ロ モ ー タ ー の み を使 用
し たRVV で は HBsAgを 発現 は す る も の の ､ そ の 発現 は 弱く ､ 隻
ワ ク チ ンとし て 使用す る に は不適当と考えられ る o 一 方 ､ T げ
ロ モ ー タ ー の 下 流 に ワ ク チ ニ ア 初期タ ン パ クP7 . 5 プ ロ モ ー タ ー
を連 結 さ せ ､ 作出 し たRV はMo s sら の 報告4 9) に 匹敵す る か ま
た は そ れ 以上の 抗原発現が認 められた 2 8) ｡ 将 来生 ワ ク チ ン と
- 2 3-
し て 使用 で き る 可能性が 示 き れ ､ さ ら に 動物 で の 免疫原性等 に
つ い て 検討す る価値が あ る も の と考 えられ る ｡
- 2 4-
第 2 葦 R V V- H Bs ウ イ } レ ス 古こ よ り
発 現 さ れ た H Bs A g
現在す で に実用化または実用化 さ れ つ つ あ る鮫換 えEBワ ク チ ン
に用 い ら れ て い る 酵母由来 の 且BsAg の 免疫原性及 び そ の 物理 的性状
l ヰ ､ 1 5) は ､ ヒ ト血祭由来HBsAg の それ ら 5 0- と類似点も多 い が ､ 必
ず しも 一 致 し た も の で は な い o
P7 ･ 5プ ロ モ - ク ー を 連 結し たHBsAg DNA を挿入したRVVか ら発 現
され る 耶 sAg はhpⅡA､ EI一ISA 法 に お い て日Bs 抗休 と の 反応 に よ り ､
fiBsAg 量 を測定 で き た が ､ ◆そ の 免疫原性 ､ お よ び物理 的性状を明ら
か に す る こ と が ､ 将来 ワ ク チ ン ま た は他 へ の 広 岡 を考え る 場合 に必
要 で ある と考 える ｡
本 章 で はRV V - tIBsAg の 物 理 的性状 ､ 免疫原 性を ヒ ト血菜由来
IBsAg と 比較し ､ RV -ftBsAg に よ るHBコ ン ポ ー ネ ン ト ワ ク チ ン と し
て の 可能性を論 じ る ｡
2 - 1) 実験材料及 び方法
R V V: rPr oEBmO1 43
rPr oEBra839
細 胞 : RE- 13 細胞
BBsAg の 定量 : 前章 と同様
HBs 抗体価測定 : PE A法 (エ ー ザ イPHA キ ッ ト ､ エ ー ザイ)
RVV-FBsAg の 濃縮 ‥ RVV をR苫- 13細 胞 に感染 さ せ ､ 4 8 時間後
細胞上清を集め ､ ア ミ コ ン封X- 1 0 (ア ミ コ ン) で濃
- 25 -
縮した ｡
ア ブ イ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 5 =
S占pha r o s e4B( 生化学耳業) をBrCNで 活性化し ､
HBs マ ウス 抗休を吸着し カ ラ ム に 詰 め た(10Ⅹ50m FI)o
HBsAg 吸着 は リ ン 酸塩援衝液 (1/10 M,pH7. 3) を用
い ､ 脱着 は3朗- ESCⅣ含有リ ン酸塩緩衝液を用 い た o
塩化 セ シ ウ ム 密度勾配遠心法 :
25% CsC l 中 に 濃縮 ､ 精 製 し たHBs阜g を 浮遊 さ せ
13 0､ 000Ⅹg,48時間 , 15o ･C で遠心し ､ 遠心後 チ ュ ー
ブ底 よ り フ ラ ク シ ョ ン を集 め た ｡
密度測定 : 密度勾配遠心法 に よ り得られ た フ ラ ク シ ョ ン の 屈折
率 (N～B)- を 屈 折計 で測定Lf･, 次式 に従 い 密度を算出
した 5 21 0
p = 1 0. 86 01ⅩND- 13. 4974
電 子 顕微鏡観察 :
密度勾配遠心法 で得 られたRVV- H BsAg の ピ ー ク フ ラ
ク シ ョ ン を2 %酢酸 ウ ラ ニ ル 染色後 5 3) ､ 電子 顕微鏡
(日本電子J EM- 200 C且) に よ り観察した o
SO S- P A GE5 ヰ) : 15 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (1% S DS) を用 い
泳動後､ 染 色 は銀染色 5 5) で行 っ た ｡ 観察 さ れ る バ
ン ドの 分子量を同時 に泳動した分子量 マ ー カ ー の 泳
動足巨離 か ら推定 し た ｡
糖鎖結合タ ン パ ク の 確認 :
RVV感染細胞 (1DPFU/ml) を1 以 g/mlツ ニ カ マ イ シ
ン D 存荏下 ､ ま た は非存在下 ､ 3 5s - メ チ オ ニ ン ま た
- 26 -
は 1 4C - グ ル コ サ ミ ン で ラ ベ ル し ､ 2 4時 間後 細
胞抽出液をウサ ギHBs 抗体処理 し ､ 免疫沈降 5 6) 杏
行 っ た ｡
RVV -tfBsÅg の 抗原性 (in vitr o法) :
精製R VV-HBsAg を段階希釈 したも の と ､ N IB HBsAg
測 定 用 リ フ ァ レ ン ス を段階希釈 したも の と を ､ RIA
法 に よ り抗原量 を測定 し平行性検定を行 っ た(Saito
ら の 方法) 5 丁) o
R VV一旦BsAg の 抗 原性 (in viv o,免疫原性) :
精製RV - HBsAg をA1(OH)3 ゲ)LJ に 吸着 し ､ 4適 齢 ､
BALB/cマ ウ ス ( 一 群 4 匹) 雌の 背部皮下 に と 卜血梁
由来珪BsAg-に 換算 して5 ,2. 5, 1. 25 LLg を接種 し接
種後 4 週 目の 血 中HBs 抗体価をPHA 法 で測定し ､ ヒ
ト血祭由来HBsAg に よ り産生 さ れ る抗体価 5 8) と比
較した ｡
2 - 2) 浮遊密度
精製RV V一 口BsAg の 塩化 セ シ ウ ム 密度勾配遠心法 に よ り得られ た
フ ラ ク シ ョ ン に つ い て ､ 塩 化 セ シ ウ ム 密度及びPⅡA 法 でEBsAg 量
を測定し ､ そ の 結果をFig. 2- 1 に示 した o
RV V- H BsAg は浮遊密度1. 18 8の フ ラ ク シ ョ ン に 単 一 ピ ー ク と し
て 検出 さ れ た ｡
2 - 3) 粒子 サ イ ズ
塩イヒセ シ ウ ム 密度勾配遠心法 に よ り得られたR V -HBsAg ピ ー ク
- 2 7-
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フ ラ ク シ ョ ン ( 浮遊密度1'. 188)の 電 子 畏敬鏡写真をFig. 2 - 2 に示
した ｡
RV 一江BsAg は ､ ほ ぼ均 一 な球形 の 粒子 と して 観察 さ れ た ｡ その
粒子 サ イ ズ を測定した と こ ろ ､ 30. 7 - 31_ 2n Ⅲ( α - 0. 05, nニ30)の
値が得られた ｡
2 - 4) 分子量
SDS- P AGEに よ り精製RVV-H BsAg を 泳動し ､ 結果 をFig. 2- 3 に 示
した ｡
対照 と し て同時 に泳動した ヒ 卜血菜由来EBsAg と 同様 ､ fiVV-
rIBsAg も分子 量24. 5kd(Pl)と28Kd(P之 ) に 強 い バ ン ドを検出す る
こ と が で き たム･
2 - 5) 糖鎖結合
3 5S - メ チ オ ニ ン ま た は 1 4C - グ ル コ サ ミ ン で ラ ベ ル したRVV
感染細胞抽 出液を免疫沈降し ､ 15% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 泳動
し ､ 結 果 をFig . 2- 4､ 2 - 5 に 示 した o
Fig. 2 - 4 は 3 5s - メ チ オ ニ ン で ラ ベ ル した場合 の結果 を ､ ま た
Fig ･ 2
- 5 は I
JtC - グ ル コ サ ミ ン で ラ ベ ル し た場合 の結果を示 し た
い ずれ の場合も糖鎖結合阻害剤 で ある ツ ニ カ マ イ シ ン D 存在 下で
は ､ 28Kd(P2) バ ン ドが消失し ､ 24K d(Pl ) バ ン ドの み が 沈降す
る の が認められ ､ RV V- HBsAg は感染細胞中 で糖鎖が付加 さ れ る こ
とが 示 唆 さ れ た ｡
2 - 6) R甘V-HBsAg の 抗原性 (in vitr o
'
l
- 2 9-
Fig･ 2 - 2 Ele ctr o n micr ogr aph of v a c cinia EBsAg pa rticle. The pe ak
fra ctio n of CsCl de n sity gr adie nt c e ntrifugatio nin Fig. 2- 1
w a s u s ed･ Ⅰ七 w a s stain ed wi thv2 %u r a nyl a c etate a nd ex a min ed
u nde r a n el ctr o n micr o s c ope･ ぬ gnific atio nX145,900
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& @r
補 .. .串｡ふ 一 吋 94.8
葡岳静 叫 67,0
一■ 43.0
領 .
3-8
磯 醇 j 可 .弓
Fig･2- 3 SOS-PAGEof va c cinia HBsAg･ Puri fied v ac cinia HBsAg of
clo n e rPr oHB･mO143 w a s a nalys ed by 15% SOS-PAGE･ La n e1,
v a c cinia fIBsAg;la n e2, r efe r e n c eHBsAg･ Pl,24. 5kDa;P2,2紬Da
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mo rPr oli BmO M
1 4 3
.
Vl rPr o巳BmO 1 4 3
十
Fig. 2 - 4 Expr e s sio n of HBsÅg ge n eby v a c cinia vir u s r e c o mbin a nt.
ー 32 -
M mO
rPr oti BmO
1 4 3
rPr ofIBmO
rnO 14 3 ”
Fig. 2- 5 Glyc o sylat io n of HBsAg pr oduc ed by va c cinia vir･u s
r e c o mbin a nt.
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精製RV V-HBsAg とHBワ ク チ ン 円NIE リ フ ァ レ ン ス HBsAgを段階
希釈し ､ RIA 法 を 用 い て 抗原量を測定し ､ 希釈系列 に対す る抗原
量 ( 対数値:
'
mlあ た りの cpm ) で プ ロ ッ トし た o 結果 はFig. 2- 6
に示 し た ｡
RVV-HBsAg, リ フ ァ レ ン スHBsAg の どち らも ､ 希釈系列 に対する
放射活性 と の 問 に 直線関係が成立す る の が認められ ､ か つ 両 者間
に は平行性が あ る こ と も認 め ら れ た 5 9) (分散分析表 ､ Tab le 2 -
い ｡
2 - 7) 精製RV - HBsAg の マ ウ ス に お け る免疫原性 (in vivo)
精製RVV-H BsAg を 用 い てBALB/cマ ウ ス を免疫し ､ 4 週 後 の 血中
圧B岳 抗体価を測定し∴免疫 に 用 い たRVV-HBsAg 量 に 対し て プ ロ ッ
ト し ､ 結果 をFig_ 2 - 7 に 示 し た o
投与抗度量 に対し ､ 誘導 さ れ たEBs 抗体量 の 問 に は直線関係が
成り立ち ､ か つ 対照 と し てRVV 一 閃 sAg と同量 の と 卜血婆由来HBs -
Agで 免疫した マ ウ ス に お い て 誘導 さ れ る托Bs 抗体量 の 問 に は平行
性があ る こ とが確認 さ れ た ｡
2 - 8) 要約 ､ 考察
要約
①RVV に より発現 さ れ たR VV- 耶 sAg を ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー で 精製 す る こ と が で き た ｡
②RVV- 技BsAg の 物理 的性状は浮遊密度 : 1_ 18 8､ 分子 量 ‥ 2 4. 5 Kd
28Rd, 粒子 サ イ ズ : 30. 7 - 3l. 2rl mで あ っ た o
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③糖鎖結合阻害剤 ツ ニ カ マ イ シ ン D 存荏下免疫沈降を行 っ た結
果 ､ 28Kd バ ンドが消失し ､ 発 現 さ れ たRVV-EBsAg は 糖鎖が結合
し て い る こ と が 示唆 さ れ た ｡
④RV -HBsAg は ヒ 卜血祭由来日BsAg と 用量反応線 に お い て平行
性を示 し ､ in vitr o で 抗原性 の 類似が確認 さ れ た o
⑤RVV-托BsAg をBALB/cマ ウ ス (4 週齢 ､ 雌) に免疫し ､ 誘導 さ
れ るⅡBs 抗体量は ヒ 卜血祭由来圧BsAg を免疫した マ ウ ス の それ
と平行性 を示 し ､ in vivo に お い て も ヒ 卜血 祭由来辻BsAg と抗
原性が類似 し て い る こ と が 示 唆 ざ れ た o
考 察
組換えtIBワ ク チ ン は硯在■酵母 に よ り発現 さ れ た も ,の が実 用化
さ れ て い る が ､ n ativeなfIBsAg と 異 な り ､ 糖鎖結合 が な い も の
も あ る o こ れ ら は動物や ヒ 卜 に対す る免疫原性 で n ativ eな拝Bs
Agと 差 は な い と い う報告は あ る も の の 6 0) ､ 抗原 性の 差の 遠 い
の 可能性は否定で き な い ｡
flVV - HBsAgを ア フ ィ ニ チ イ - ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り精製 し
塩化 セ シ ウ ム 密度勾配遠心法 ､ SOS-PAGE､ 電子 畏微鎧観察を行
い ､ そ の 物 理 的性状を調 べ た o 浮遊密度 (1. 188)､ 分 子量 (
2 4･ 5 E d
,
28 Kd)は ヒ 卜血菜由来tIBsAg と ほ ぼ 同 じで あ っ た が ､ 粒
子 サ イ ズ は30･ 7 - 3 1. 2n mと ヒ ト血祭由来HBsAg の 粒子 サ イ ズ
(21 - 22n m) に 比 べ わず か に大き か っ た o
ま た糖鎖結合 の有無を糖鎖結合阻害剤の ツ ニ カ マ イ シ ン D 存
在下 で免疫沈降を行 い調 べ た と こ ろ ､ 分子 量28Kdの タ ン パ ク は
糖鎖結合を持 つ こ とが 示唆 さ れ た o RV V 一 正BsAg は 弧V 感染細
- 3 8-
胞 内で の 場合 と 同様の プ ロ ゼ ス で ､′感染細胞中で生合成 さ れ糖
鎖が付加 さ れ る も の と考 えられ る ｡
さ ら に ､ R VV一日BsÅg の 抗 原性を調 べ る た め in vitr o お よ ぴ
in vivo で 実験を行 っ た と こ ろ ､ ど ち ら の場合も と 卜血祭由来
EBsAg と 類似の 性状が得られ た こ と か ら ､ RVV- HBsAg が と 卜血
祭由来HBsAg と 同様 の 免疫原 性を有す る こ と が 示 唆 さ れ た o
日BV 感染予防の た め の ワ ク チ ン と し てRVV-H BsAg の 実 用化 の 可
能性が示 さ れ た 2 8) 0
- 3 9-
第 3 章 R V V- H B･ s- ウ ー イ ) レ _ ス の 免 疫
原 一 性
RVV に よ り発現 さ れ るBBsAg が ､ そ の 物珪的性状及 び免疫原性も
共に と 卜血祭由来江BsAg と 類似 し て い る こ と を第 2章 で 示 し ､ RV V-
1iBsAg 投与動物 に お い て‡BsAg に 対す る抗体を十分誘導 で き る可能
性が示唆 さ れ た 2 a) 0
･一 方 ワ ク チ ェ ア ウ イ ル ス は種痘 ワ ク チ ン と して 長 い 間 予 防接種 に
用 い られ ､ そ の 免疫原性 ､ 安全性が確認 さ れ て い る が ､ HBsAg 遺伝
子 を組 込 ん だR VV白 身 の 有効性 ､ 安 全性を確認す る こ と に よ り ､
RVV'‾をB
>-型 肝 炎生 ワ ク チ ン と し て僅阿す る こ と が で き る 可能性が考
えられ る 6 l- 6 2) o
本章 にぉ い て はRVVウ イ ル ス を ウ サ ギ ､ マ ウ ス ､ サ ル に接種し ､
そ の 安全性及 び産生す る抗体の 有効性 に つ い て 検討し ､ そ の 結果 に
つ い て 論ずる ｡
3 - 1) 実験材料及び方法
ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス 株 : TBO
RV V:PT . 5 プ ロ モ - ク ー が 挿 入 さ れ て い な いRVV(P七k-HBs 一 肌Ⅴ)
LO王B卜1, mOⅠiB9- i, m8 HB2 0- 3, WREB-P
PT . 5プ ロ モ ー タ - 挿入 RV(P 7 . 5H Bs - RV V)
rPr oⅡBLO17, rPr oHBrnO143, rPr oH Bm839, rPr oHBWR28
動 物 ‥ ウ サ ギ ; 日本白色種 ( 休童1.8 - 2_ 3馳 ,雌)
マ ウ ス ; 近 交系 BALB/c,C3杜ノ唱e,C5 7BL/6,DBA/2,
- 4 0-
A/J (4週毅 ､ 雌)
交雑系ddY(4週齢 ､ 雌)
サ ル ; カ ニ ク イ ザ ル ( 体重3 - 4 Eg)
接種方法 : 静脈注射 (i. Ⅴ .)
皮内注射 (i. a.)
腹腔内注射 (i. p.)
尾根部皮膚操過法 (s _ s .)4 4) ; マ ウ ス 尾根部 の皮膚
を注射針 (2 4G 針) で キ ズ を つ けRV 2 5Elg を チ ッ
プ を 用 い て 塗布し接種 ｡
EBs 抗体測定法 ; ①RIA 法 ;NエH リフ ァ レ ン スR8slg (10Ⅰ口/m1
). を対照 とし て オ ー ス リ アII( ダイ ナ ポ ッ ト
) で測定 5 8) ｡
②PtiA 法 ; 第 2葦 と同じ ｡
③ELISA 法 ; オ ー サ ブEIA(ア ッ ポ ッ ト) を用
い て 測 定 ｡
ワ ク チ ニ ア 抗体 ; ニ ワ ト リ血球を用 い たiI法で測定 6 3) o
臓器 よ り の ウ イ ル ス 分離 : i. p . ま た はs . s . 法 で RVVを 4 週齢 ､
BALB/c雌 マ ウ ス に 接種し ､ 接種後 3 ､ 5 ､ 7 日 目 に
肝臓 ､ 牌臓及 び 脳 を採材し ､ CS無添加貞agle - MEM で
10%乳剤 とした後RX- 13 細 胞 に接種し ､ ウ イ ル ス 分
離を行 っ た ( 単位: TCID5 ｡/ml)0
3 - 2) ウ サ ギ に お ける免疫原性試験
a) P七k- HBs - RVV ウ イ ル ス に よ る 免疫原性
LO, n18 親 株 及 びLO, mO, m8株 の 各RVVを108 - 1 09TCID5 ｡/
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dos e i･ d･ ま た はi･ Ⅴ ･ 接種 し ､ 一 定期 間 ご と に採血 し血中抗
体価を測定 した ｡ そ の 結果 はTab le 3 - 1 に示 し た とお り で あ
る ｡
i･ d･ 接種 の場合は ど の殊 に お い て も 1 6 日 間 の観察期間中
HBs 抗体 の 上昇はほ と ん ど認め られ な か っ た ｡
i･ Ⅴ ･ 接 種 群 で はmOHB9- 1, m8 HB2 0- 3を接種し た後 1 0 日 目付
近 でEBs 抗体の 上昇が認め られたが ､ そ の 抗体価は低く ワ ク
チ ン株 と して 開 い る こ と を考慮 した場合 ､ 十 分 な免疫効果 を
期待す る こ と が で きず ､ 不 適当 で あ る と考 え た ｡ な お ワ ク チ
ニ ア抗体は土･ d･ ,土･ Ⅴ ･ 接種 ､ どち ら の 場合も接種後 1 4 日 目
で?Ⅰ価24 - 27 の 抗体産生が認め られ た o
b) ど T ｡ 5HBs - RV Vに よ る 免疫原性 2 8)
5x106 , ま た は5xlO8T CID5 0/do s eの rPr oHBLO17, rPr oHBmO
1 43, rPr o甘Bl甘839お よ ぴrPr oRB甘R28の 各 ク ロ ー ン をi. d. ま た は
i･ v ･ 接種 し ､ 一 定期 間 毎 に採血 し血 中抗体価を測定し た Q
Fig･ 3 - 1 はrPr oHBmO1 43をi ･ Ⅴ ･ 接種 し た場合を ､ ま たFig. 3 -
2 はrPr o圧BmO 1 43を i･ d･ 接種 し た 場 合の 成績を示 した .
rPr oHBmO1 43をi･ v ･ 接種 す る と ､ い ずれ の接種量 に お い て
も ､ 接種後 4 日 目 で10 rnI Uを超すHBs 抗体が誘導 さ れ ､ 5Ⅹ
LOB TC工D5 0群 で は ､ 7 日目 以 降1 0 0mIU以 上 の抗体価が 7 か
月以上続 い た o rProEBLO17, rPr oHBm839 の 場合もHBs 抗体の
上昇が認 められ たが ､ 上 昇抗休価は rPr oliBmO 143〉rPr orfBLO17
〉rPr oHBm83 9の 順 に高 いHBs 抗体価 の誘導が認め られ た (図
示 せず) 0
i･ d･ 接 種の 場合はrPr o民BmO1 43で は ､ 5xlO8TCID5. 群 で 接
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Tab le 3- i Ⅰ7n m u n e r e spo n s e Of v a c cin ated r abbits
a
.
Hu Tnbe r Va ⊂cうnうa
L Days afte r -nコe ⊂tion
vl r u S Do s e
b
(,ou te)
5tr ain 6 8 10 1 3 1 6･
1 し0
2 LC1 6rTB
3 LOH Bト1
4 LOHBl -i
5 LOHBl-i
6 mOHB9-1
7 mO HB9-1
8 mO HB g_i
9 mOHB9-1
I0 m8HB2ロー 3
i1 rnB H32 0- 3
I ～ trB HBZO -3
1 3 m8HB20- 3
l o
g
(i d) 3_ 4
⊂
2_ 9(5)
d
2. 4(7) 2. 4(7) o. 5(7)
-o
9
(i白) z.i 3. 2(3) l .8(t5) 1. 6(5) 1 . 3(5)
- o
9
(id) 2_ 0 1. 5(4) 2. 0(S) l _ 3(6) l. 3(7)
-o
9
(id) 2. 4
.
l _ 5(5) 2_ 9(昌一 l . 8(6. 5) i. i(5)
1 0
8
(i d) s.7 ?. 9(4) ･ 3. a(4) 1 _ 8(4) 3 .i(4)
lo
g
(id) 2_ 9 9. 2(4)
lo
g
(i d) 3_ 4 2. 6(6)
･10
8
(id) 2_ i l. 9(4)
9x10
8
(iv) s. 6 1 0. 2(6)
lo
g
(i d) 4_ 5 2_ 7(4)
10
8
(id) 2. 4 l. 5(2)
lo
g
(i d) 6_ 9 S. 7(4)
lo
g
(iv) 4. 6 7.i(3)
8
.
6(5) 4. 5(5) 1 . 9(5)
3 . 2(6) 2.8(6) 3. 3
■
(6)
l
.
4(5) l_ 3(5) 0 . 3(5)
1 0. 9(6) 7_i(6) 2. 3(7)
3
. 2(5) z. 0(5) 1. 6(5)
1 . 9(3) 1. 8(3) 0. 9(3)
5. 7(S
l
) 3_ 8 ･(ヰ) ･4 . SくND)
a
2 5. 5(4) 1 2･. 3(4) 7.7(4)
a Rab b i ts W e re inje cted eithe r intr av e nously(iv) o r at 7 o r
8 sites intrader m al ly(i d) vi t bpu ri f ied v a c cinia vir u ses .
Ser utH W a s pr epa red ozl t he da ys ind icated a nd as say ed fo r
a nt ト E BsAg by ÅU S A B E I A(A bot t) o r for a nt トv ac cinia vir u s
by a standa rd ha e m agglutinin inh i b i to n te st yi t hchick
e ryt br o cy七e s.
b T C I D5 0/rab b i t.
c IVu JTLber indicate s 七he abs o rba n ce at 4 9 2n m(O D. , 2) X 100 of
a nt i- E BsÅg by AUSAB ET A. T he c ut - of f v alu e is 6 . 5 irl c o m-
v e rted v altl e_
d Nu n)be r in pa r e nt he sis den ote s t he Log之 t i te r s of a nt i-
va ccinia viru s a nt i body .
Not dete r Q)ined .
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種後 1 2日 目 に1000mIU の 抗休上昇 が認められ ､ そ の 後 7 か
月ま で100mIUの 抗体持続が認 められ た o rPr oEBLO1 7､ rPr oHB
Tn839で もHBs 抗体 の上昇は認められ たが ､ そ の 上昇抗体価は
100mIU以 下 で あ っ た ( 図示 せ ず) 0
ワ ク チ ニ ア抗体価は5Ⅹ108 T CID5 ｡のRV V を接種後 2 週 目 で
i･ Ⅴ ･
,
i･ d. 接種 どち ら の 場 合もftI価25 - 27 の 抗体誘導 が 認 ら
め ら れ た ｡
3 - 3) マ ウ ス に お け る免疫原性
RVV を生 ワ ク チ ン と し て使射す る場合 ､ そ の 有効性を評価す
る方法が必要とな る o ヒ ト血祭由来ⅡBワ ク チ ン と 同様 に ､ マ ウ
ス の よ う な小動物を円 い て ､ 免疫原性を評価 で き る こ とが望ま
し い o そ こ で マ ウ ス に よ るRVー評価方法を確立す る-た め ､ rPr o
HBmO143を 用 い 実験を試 み た 6 4) ｡
a
'
) マ ウ ス 系続問 お よ び接種経路問 に よ る 比較
4 適齢 雌 近 交系 マ ウ ス (C 3H/He ,C 57B L/6,A/J,DBA/2,
BALB/c) お よ び交雑系d dY マ ウ ス に108TCID5 ｡/do s eの rPr･oEBmO
143をi･ p･ ま た はs _ s . 法 で 接種 し ､ 接種後 4 週 目 に心臓採血 し
血中HBs 抗体及 び ワ クチ ニ ア 抗体を測定した o 結果 をFig. 3- 3
とFig. 3 - 4 に 示 し た ｡
HBs 抗体 はi, p. ､ s . s . 法 い ずれ の接種方法 で も 全 く認められ
な いC3H/He系 ､ i . p - 法で はわ ずか に 認 め られ る も の の ､ s . s . 汰
で は 全 く抗体 の 上昇の認め られ な いA/J 系 ､ i. p . , s . s . 法 い ず
れ の接種方法の 場合も ､ 比 較的抗休産生 の 良 い d dY,8ALB/c系の
よ う に ､ マ ウ ス の 系統問 で そ の 抗体誘導 に差が認められた ｡
- 4 6-
te r (2n)
●
4 6
P H Ati t
U
＼
”
J
i
田
W
＼
J
田
ド
ビつ
U
Q)
EG
＼
EC
”
U
N
＼
i
P]
t3
卜っ
＼
<
”
r
c5
r□
(4 . 87 5±2 . 0 7 0)
(1 ･ 3 75±0 ･ 88 7)
(1 ･ O O O‾i O)
(5 . 5 0 0±2 . 2 7 9)
(2 . 3 7 5土2 . 1 4 1)
(5 . 3 7 5±2 . 3 6 3)
Va c ci中 a H エ ti teて (2n)
2 4 6(m e a n±SD)
(4 . 75 0士0 . 3 8 7)
(4 ･ 625±0 . 62 2)
`
(.5-･ OO O±0 . 4 7 7)
(4 . 8 7 5土1 . 1 3 4)
(5 . 37 5±0 . 6 2 2)
(5 . 8 7 5± 0 _ 8 2 9)
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一 方 ワ ク チ ニ ア抗体 に つ い て は ､ マ ウ ス 系統問 で差は認 めら
れず ､ ど の 系統 に お い て も ､.･ほ ぼ同程度 の抗体産生が認 められ
た ｡
BALB/cマ ウ ス に s. s . 法 で 撞種した場合 のEBs 抗体個は ､ 個 休
問 の バ ラ ツ キ も少なく ､ 抗体誘導も良 い こ と か ら ､ マ ウ ス に お
け る 免疫試験 に はBA LB/c マ ウ ス を 用 い ､ 接種方法は s. s . 法 に よ
る も の と し た ｡
b) BALB/cマ ウ ス で のR VV免疫原性試験
108T CID5 ｡ の rPr oHBmO 143をs. s . 法 で 1 回接種し , 5 か月 間
- 定 期間毎 に採血し ､ 血 中HBs 抗休及 び ワ ク チ ニ ア 抗休価を測
定した.o 同 時に 対照
L
と.
.し て と 卜血祭由来t Bワ ク チ ン を ､ 抗原量
とし て2. 5 ･ 以 g 接種 し た マ ウ ス のⅡBs 抗体及び ワ ク チ ニ ア 抗休
価を測定した ｡ そ の 結果をFig- 3- 5 に示 した o
RV V, ヒ ト血祭由来HBワ ク チ ン い ずれ の場合も ､ 血 中甘Bs 抗体
価は 9 週 目 にPHA価21 0 と な り ､ 5 か月経過後も抗体価の 低下
はほ とん ど認 め ら れ な か っ た ｡
一 方 ワ ク チ ニ ア抗体価は接種後 4 週 目 でHI価26 と な りそ の 後
徐 々 に抗体価は減少し ､ 5 か月 日 で は2之 ま で 低 下 し て い た ｡
c) RVV ウ イ ル ス 技種量 と産生抗体価 の相関
108 - 106TCu)5 . のRVVを 4 週齢 雌 BALB/cマ ウ ス に s. s
法で 接種し ､ 接 種後 4週 目 ､ 9 週 日 に部分渓血 し血中Bf3s 抗体
と ワ ク チ ニ ア抗捧価を測定した QFig. 3- 6 にそ の 成績を示 した o
4 週 目 ､ 9 週 目 ど ち ら の 場 合も接種ウ イ ル ス 量 と誘導 さ れ る
- 4 9-
Fig. 3- 5 Antibody re sponse to rPro臼BmOli-3 clon e･
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EBs 抗体の 問 に は直線関係が認 められた ( 分散分析表 , Table
3- 2 ) o 一 方 ワ ク チ ニ ア 抗体は図 に は示 さ な い が接種ウイ ル ス
量の 変量 に対しdo s e r e spo n s eは 認 め ら れず ､ い ずれ の 接種量
に お い て も ､ ほ ぼ同程度 の抗体産生が認 め られた ｡
d) s･ s ･ 法 に よ るRVV接種 マ ウ ス 臓器,よ り の ウ イ ル ス 分離
s . s . 法 に よ りRVV を接種した マ ウ ス 臓 器 (肝臓 ､ 牌臓 ､ 脳)
中の ウ イ ル ス 分布を接種後 3 ､ 5 ､ 7 日 目 に調 べ た o 対照 と し
てi.
. p. 法 で 接種 した マ ウ ス の 臓器中 の ウ イ ル ス を 同様 に分離し
､ 結果 をFig. 3 - 7 に示 し た ｡
i. p. 接種法 で は肝臓及 び肺臓中 で 3 日 目 ､ 5 日 目 に も ウイ ル
ス が 検出 さ れ た が ､ ･ 3 ･s .･s-. 法で は ウイ ル ス は検出 さ れ な か っ た o
ま た 脳 で はi. p. お よ ぴs . s . 接 種 い ずれ の場合もウ イ ル ス は検出
きれ な か っ た ｡ ま た s. s . 法で 接種後 3 日目 の マ ウ ス 接遇部位 の
表皮細 胞をFITC標識 ワ ク チ ニ ア 抗体 で染色す る と ､ 表皮細胞 に
特異的 に ワ ク チ ニ ア抗原 の 局 在が認め られ た (Fig. 3- 8､ 左) ｡
3 - 4) サ ル に お け る免疫原性試験
2 頭 の カ ニ ク イ ザ ル に2xl O7TCID5 ｡ の rPr oliBmO1 43をi. a. 揺
種 し ､ 血 中tIBs お よ ぴ ワ ク チ ニ ア 抗体価 の 変動を見 た o Fig.3 -
9 は そ の 結果を示 し た ｡
2 頭 の う ち 1 頭 は接種後 2 週 間 目 に約700mT.U/m1 の 高 い托Bs
抗休 ､ お よ び ワ ク チ ニ ア 抗体 (HI価 26 ) の 誘導 を 見 た が ､ 他
の 1 頭 辻 そ の 抗体上昇はわ ずか で あ っ た ( 約25mIロ/m1) o し か
- 5 2-
Table 3-2 Va ria n c e･ a n alysis for the data in Fig_ 3-6.
V ee汝s p . i .
Va riatio n S S DF HF F(t(- 0 . D 5)
Regr e s sio n･ 1 1･ 25 1･ ll. 2 S 13 _ 之6 > 9
. 34 Z
Lin e a rity 2. . 85 1 2.B 5 3. 3 6〈 9. 3ヰ2
Dos e 5 1 5. 0 0 之 7_ 5 0
ErT･Or 22. 90 2 7 0
.
S48
Tota1 37_ 90 29
9･ w e e ks p . ユニ
Va riatio n 5 S D F HF ど(b(= 0 . 05)
Re9｢ e S Sio n 116. 20 1 16_ 20 18_ 54 ) 9. 34Z
Lin e a ri
.
ty 1. 7 0 1 1. 70 1. 945く9.342
Do s e s 1 7
.
9 0 2 8. 95
ET- r O r Z3 . 60 27■ 0. 874
ToILa1 4 1.50 29
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2M
.
し 2 頭 と も な ん ら明 ら か な臨床反応は観察 さ れ な か っ た o
3 - 5) 要約 ､ 考察
要約
①ウ サ ギ に お け る 免疫原性試験
HBsAg遺伝子を挿入 したRVV を ウ サ ギ にi･ Ⅴ ･ ま た はi･ d･ 接種 し
た ｡
.@ p七 k +柑s
- RVV で は ､ i二 Ⅴ ･ 接 種 の 場合の み ､ わ ずか にHBs
抗体の 上昇を認めたが ､ i･ d･ 接種 で は ､ ほ と ん どtIBs 抗体を
検出す る こ と が で き な か っ た o
①▲ p7 . 5 - a-義--RVVの 場合は ,I i･ Ⅴ ･ ,i ･ d･ い ずれ の接種経路 の
場合も抗体上昇が認められ たが ､ 特 にrProHBmO1 43 では接種
後 7 日 目以後 7 か月 ま で約100mIU以上 のHBs 抗体の 上昇 お よ
び抗体 の持続が認められた ｡
② マ ウ ス に お け る免疫原性試験
㊥ RV接種後 ､ 社Bs 抗体の誘導能 を測定す る の に有効な マ ウ
ス の 系統は ､ B AL古/cマ ウ ス で あ り ､ か つ 接種方法はs ･ s 一 法に
ょ る も の が良 い こ とが確認 さ れ た ｡
㊦ 108TC 川5 0のRVV を s･ s ･ 法 で 接種したBALB/cマ ウ ス の 血中
HBs 抗休価は ､ 接種後 9 週 目頃を ピ
ー ク と し ､ 5 か月目ま で
圧 ぼ 同程度 の抗体 の持続が 認められた ｡
㊨ s. s . 法で 接種したRVV に よ るBALB/cマ ウ ス に お い て 産 生
さ れ るHBs 抗体価は 川
6
I - 108TCID, o の 接種ウ イ ル ス 量の壷
囲内 で 用量反応関係が認め られた ｡
- 5 7-
③ RV を s･ s ･ 法 で接優 したB ALB/cマ ウ ス で は , 接種後 7 日 間
の 間 ､ 肝 臓 ､ 肺 臓及 び脳 か ら ウ イ ル ス は ま っ た く検出 さ れず
また接種部位 の表皮細胞 に ウ イ ル ス の 局在 が認められ た こ と
よ り ､ s･ s ･ 法 で珪種 さ れ たRV は接種部位 で増殖し て い る こ
と が 示 さ れ た ｡
③ カ ニ クイ ザ ル にi･ d･ 接種 した 肌Ⅴ は , 撞種 サ ル に 明 ら か な臨
床反応を起 こ す こ と なく ､ HBs抗休 の誘導をす る こ と が で き
た ｡
考察
異種抗原 遺伝子 のHBsAg を挿 入 したRVV を ワ ク チ ン と して 倭
用す る こ と に つ い て はこ
`
･-まPL
＋
多 く の 課題 が あ る が ､ 遺 伝子挿入 ベ
ク タ ー と し て 用 い た ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス 自身が抗原 的 に非常 に安
定であ る こ と ､ 長 い 間種痘 ワ ク チ ン と し て使われ ､ そ の 安全性お
よび有効性 に つ い て の 高 い 評価が ある こ と6 5･ 6 6) か ら ､ 将来有効
な ワ ク チ ン と な る 可能性は十分考 えられ る ｡ ウ サ ギ に お ける 免疫
原性試験 で はTK遺伝 子 の 下涜 に ､ P7 . 5プ ロ モ ー タ ー に 連 結 し た
HBsAg 遺伝子 を挿入したRVV は ､ i. Ⅴ･. ,i. d. い ずれ の接種方法 に
よ っ て も ､ HBs 抗体をウサ ギ に誘導す る こ とが で き ､ か つ そ の 抗
体価の 持続が確認 さ れ ､ 生 ワ ク チ ン と し て利用 で き る 可能性 が 示
唆 さ れ た o RV Vを将来生 ワ ク チ ン と して 使用す る場合は ､ RVV の
免疫原性 の 評価法を実験小動物 で確認す る評価系を確立す る こ と
が 重要 と考 える ｡
現 行ftB ワク チ ン の 生物学的製剤基準の 力価試験法 6 7 に 準ず る
方法を確立 す る た め ､ マ ウ ス に お け る免疫原性試験を行 っ た ｡
- 5 8-
RVV 接種後 マ ウ ス に お い て 発現 さ れ るFBsAg に 対す る抗休誘導の
感受性は ､ マ ウ ス 主要組織適合性抗原(細C) のH-2 領域 に 関係が
ぁり 6 8
■
-
6 9}(Table 3- 3)､ H- 2d系の マ ウ ス(B ALE/c ,A/J, DB A/2)
で は抗体誘導が認め られ る が ､ 接種方法 に よ っ て も抗体価 の バ ラ
ツ キ が認められた Q し か し ､ そ の う ちBALB/c(H- 2 d)マ ウ ス は s･ s ･
法 ､ 土. p . 法 い ずれ の 接種法 に よ っ て も抗体誘導 は良く ､ か つ s･ s ･
法接種 で は個体問 の バ ラ ツ キ も少な い こ とが分 か り ､ RV Vに よ る
HBs 抗体産生 の 評価系とし て優れ て い る こ と が示 さ れ た o ま た ､
BA L凸/cマ ウ ス に s . s . 法 で 接種したRVVは10
6
- 108TCIt]5 0/do seの
間 で は ,tIBsAgに 対 す る免疫誘導能 と の 問 に ,do s e r e spo n s e関 係が
成立 し ､ こ れ ら･か らB A LB/cマ ウ ス を用 いRV をS. S. 法 で 接種す る
こ と に よ り , 生 ワ ク チ ン とし て 便開す る場合の 評価法を確立 す る
こ と が で き た
6 J4)
Q
さ ら に10
8TCID5 0 のRVV を接種した マ ウ ス の 血 中EBs 抗体価は
接種後 9 週 目 こ ろ を ピ ー ク と し ､ 6 か月 日 で も ま だ ピ ー ク 時に ほ
ぼ近 い抗体持続が認められ ､ ま た ウ サ ギ ､ サ ル に お い て も1 07 -
iO8 T CI D5 0の RV Vをi. Ⅴ . , ま た はi. d. 接種後 ､ 十 分なE Bs 抗体上
昇 と安全性が確認 さ れ ､ RV V(特に rPr oHBmO1 43)をB 型 肝炎生 ワ ク
チ ン と し て 使 用 で き る 可能性を十分 に推測 さ せ る も の で あ っ た ｡
- 5 9-
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第 4 章 抗 体 イ面 の 持 続 と 再 接 種 効
莱
種痘 ワ ク チ ン と して ､ 長 い 間 開 い ら れ て き た ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス
は ､ 免 疫 原性 に優れ ､ そ の 抗体持続は非常 に 長期 に わ た る こ と が 知
られ て い る ｡ 1979年 のⅥHOの 痘痕根絶宣言以降種痘 ワ ク チ ン の 接種
は中止とな っ たが ､ そ れ以 前種痘 ワ ク チ ン を受けた人 に 新 し い 組換
え ワクチ ン を接種したり ､ ま た は初回免疫 に 用 い たRV Vと はbe七e r o
な遺伝子 を挿入したRVV を再接種す る場合 ､ 抗 体誘導の 可能性を調
べ る こ と を 目的と･し ､ 本章 に お い て は ウ サ ギ お よ ぴ マ ウス に お ける
再寺妾種効果 に つ い て 検討七 ､ そ の結果 に つ い て 論ず る o
4
●
- 1) 実験材料及 び方法
ウ イ ル ス : rDO
rProⅠ柑Ⅶ0143, rPr oEBm839, rPr oHBLO 17
mO - J6 (mO株の TKサ イ ト にPT . 5プ ロ モ ー タ ー と 日
本脳 炎 ウ イ ル ス (JEV) 遺伝子 の Pr e朗,Eお よ び
NS- 1の 5
7
側 の 一 部 を挿入したRVV,Fig. 4 - 17 0))
B 型 肝 炎 ワ ク チ ン : ヒ ト血祭由来HBワ ク チ ン( 北里研究所 )
マ ウ ス : BA LB/c､ 4 週 齢 ､ 雌
ウ サ ギ : 日 本 白色種 ､ 1. 伝 - 2. 3Rg ,雌
接種 方法 : i. p. , i . 也. , s . s . 法
EBsA 抗体価 測定 : ELISA法 第 3章と同じ
PHA 法 第 2童 と 同 じ
- 6 1-
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JEV 中和抗体価測定 :r マ ウ ス 血清を560 ､.-` 38 分非勧化後CS加
fia nks 培 地 で適当 に希釈し ､ 攻撃 用JEVウ イ ル ス
( 北京棟) 浮遊液と等量最合し ､ 36o ､ 1 時 間中
和 した後 ､ あ らか じ め単層培養した ニ ワ トリ腫培
養細胞 に0. 4ml ず つ 接種し ､ 360 ､ 1 時間 吸着後
一 次重層寒天培地を入れ ､ 2 日 間培養す る o 再 び
二 次重層培地 を入れ ､ 2 日 間培養す る o 生 じ た プ
ラ ー ク の 数 を カ ウ ン トす る 7 1) ｡
ワ ク チ ニ ア抗体価 : 第 2章 と 同 じ ｡
渓 血 : ウ サ ギ ､ 茸静脈 よ り揺血 ｡
マ ウ ス ､ 尾 静脈 よ り ナ イ フ で キ ズ を つ け部分援血 ｡
4 - 2) ウ サ ギ に お け る再接種効果
rPr o托BIⅥ0 143をi. Ⅴ . ま た はi. a. 法で ､ 初 回免疫 した ウサギ の う
ち ､ 1 5 か用後 にEBs 抗体 ､ ワ ク チ ニ ア抗体 の い ず れ も 陽性 の ウ
サ ギ に ､ rPro圧BmO143 (1xl O8T C工D5 ｡､ 背部皮下) を再接種した場
合 ､ ま たHBs 抗体陰性 に転じた ウ サ ギ に再接種した場合 の結果を
F土g. 4 - 2 に示 す ｡
5x108TCID5 0 をi. d. 注種後 1 5 か月後 に 皿 s ､ ワ ク チ ニ ア 両抗
体陽性 の ウ サ ギ に再接種したと こ ろ ､ 7 日後H Bs 抗体は速や か に
上昇 した( 約500mIU,No . 1)｡ し か し5xlO8TCID5 ｡ の RVV をi_ Ⅴ . 揺
種 し 1 5 か月 目 で 約5000mIUと高 いHBs 抗体嘩を保持し て い た ウ
サ ギ で は 明 ら か なBoo ster 効果 は認 め られ な か っ た(No_ 2)0
5x106 TCID5 0のRV V をi. d. に接 種後HBs 抗体陰性 に転じて い た ウ
サ ギ に再接種した場合も 6 - 7 日後 に?Bs 抗体の上昇は認められ
- 6 3-
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≡ ≡言草 冨
一 ‾■■ く::I u 't
モ ー ー
たが ､ そ の 上昇は約50mI U と低 い 値 で あ っ た (宵o. 13)Q
rPr oEBm839 i. a_ 接 種ウ サ ギ で は ､ 再撞種後 の抗体価 の上昇程
度 に 差 が認められ たも の のBo o ste r 効果が 認 め られ た(Fig .4- 3)a
ワ ク チ ニ ア 抗体はi. Ⅴ ,i. 也. 法 で RV Vに よ り初回免疫後 ､ i. a. で
RVV を再接種す る こ と に よ りBo o ste r 効果 が 認 め られ ､ 抗休価 の
上昇が観察 さ れ た ｡
4 - 3) マ ウ ス に お ける再接種効果
,a) ヒ ト血 祭由来臼Bワ ク チ ン に よ る 免疫との 比較
BALB/c マ ウ ス (4 週齢 ､ 雌) に s . s . 法 で rPr oHBmO143(LOB
TCI D5 O) を ､ ま たi･ p･ 法で ヒ ト血 梁由来丘Bワ ク チ
_
ン を2. 5 Llg/
do s e接種 し ､
-
接種後 2 4週 目 に 同 じv a c cin atio n (rPr oHBmO′1 43
- rPr ot柑mO i 43ま た はHB ワク チ ン ー H Bワ クチ ン) ま た は組み合
わせ を変えたva c cin atio n (rPr oliBmO1 43 - 托Bワ ク チ ン ま た は甘B
ワ ク チ ン ー rPr oliBmO1 43)を行 いBo oste r 実 験 を行 っ た ｡ 結果を
Fig . 4 - 4 に 示 し た ｡
H8s 抗体 は 二 次免疫後 い ずれも上昇 し､ Bo o ste r 効 果 が認め
られ たが ､ 特 に 一 次免疫 にRVVを 用 い 二 次免疫 に ヒ 卜血菜由来
HBワ ク チ ン を接種した群 のBo o ste r 効 果 は大きく ､ ヒ 卜血菜由
来HBワ ク チ ン 二 回 接種群よりH Bs 抗体上 昇が大 で か つ 二 次免疫
後 2 9週 目 ( - 次免疫後 1 年間) ま で の観察期間中 ､ 甘Bs 抗体
価は か な り高 い レ ベ ル で 保持 さ れ ､ 2 9週 目 に お け る そ の値は
21 2 で ､ RV V - 抱免疫の み で 同期間中観察 した群 の抗体価(28)
に 比 べ P技A 価 で約 3 2 倍で あ っ た o
ワ ク チ ェ ア 抗体 は ､ 一 次免疫後 4 - 5 週 目 で ピ ー ク と な り
- 6 5-
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2 4週 目 ま で徐 々 に低下し ､ 二 次免疫後再び上昇 し ､ ワ ク チ ニ
ア 抗体 に つ い て もBo o ste r 効 果 が認められ た ｡
也) hetero遺伝 子挿入RV の 再接種効果
108TCID5 0 の rPr o兄BmO1 4 3をs_ s . 法 でBALB/cマ ウ ス に - 回免
疫後 ､ 2 4週 日 に 一 次免疫 に 用 い たR VVに 挿 入 し た遺伝 子 (
EBsAg)とbete r oなJEV 遺 伝子 (日本 ゼ オ ン よ り供与) を挿入し
たmO- J6 をs ･ s ･ 法 に よ り接種し ､ 2遇 お よ ぴ 5週後 に琵血し ､
日 本脳炎中和抗体価をプ ラ ー ク法 で測定した ｡ そ の 結果 をF ig.
4 - 5 に 示 した Q
mO- J6 を接種した こ と に よ り ､ 2 週 後 に 日本脳炎の 中和抗体
価は1 0o ' 7 9と そ の 中和抗体価は低 い も の の 上昇が認められ た o
一 方fIBs 抗体はま-う たく-影響 を受けずそ の抗体価 に変動は認め
られ ず ､ ま た ワ ク チ ニ ア 抗体価はBo o ste r に よ り再接種後 2 -
5 週 の 問抗体価 の 上昇が認め られ た ｡
4 - 4) 要約 ､ 考察
要約
① ウ サ ギ に 耶Ⅴ をi･ Ⅴ ･ ま た はi. a. 接種 し た後 ､ 1 5 か月後 に
同 一 R VVを 再接種 した o そ の 結果HBs ､ ワ ク チ ニ ア 抗体 どち
らもBo o ste r 効果 が認められ たが ､ 再接種時の保有抗体価 が
高 い ウ サ ギ で は そ の抗体価 の 変動はBo o ster 効果 と は認 め に
く い も の で あ っ た ｡
②BALB/cマ ウ ス (4 適齢 ､ 雌) に s . s . 法 でRV V接種後 ､ 2 4
週 目 に ヒ 卜血 祭由来HB ワク チ ン で 追加免疫す る こ と で正Bs 抗
- 6 8-
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体は急上昇 し ､ 以 後 2 9 週 目 ま で高 い抗体価 を保持し て い た
③BALB/cマ ウ ス に rPr o打BmO1 43接種後 2 4 遇 後 にB10 - J6を再
接種す る と ､ 新 しく免疫し たJEV に 対する 中和抗体が誘導 さ
れ た ｡
考察
ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス は大きなサ イ ズ を持 つ ウ イ ル ス 7 2) で ､
多く の 異種遺伝子挿入部位が存在す る こ と が知られ て い る ｡ ま
た ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス 自
∴
身 が 細胞性免疫応答を惹起 さ せ る 利点
を有す る こ と か ら ､ す で に い く つ か の 異種抗原 を発現 す る組換
えウイ ル ス が作出さ れ ､ 将来 ワ ク チ ン 化 へ の 考察が さ れ て い る
が ､ ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス 骨 身 の免疫原性 の 強 さ故 に ､ 新し く作
られ たRVV を頻回接種出来 る 可能性が疑問視 さ れ て い る ｡
こ の 章 で は まずウサ ギ を用 い 同 一 R VVを 用 い て , 再接種後 の
抗体 の 動きを検討した と こ ろ ､ 苫Bs お よ ぴ ワ ク チ ニ ア 抗体価は
い ずれ もRVV の 再接種 に よ り上昇し ､ Bo o s七e r 効果が認め られ
た ｡ し か し再接種時 の ワ ク チ ニ ア ､ 及びHBs 抗体価 の 高 い ウ サ
ギ で は ､ 抗体価 の上昇はわず か でBoo ste r 効果 は認め に く い ｡
同 一 RV Vを再注種 で き る 可 能性は示 唆 さ れ た も の の ､ 再接種 の
時期 ､ そ の 再接種 ウイ ル ス 力価等 に つ い て は ま だ 問題 が残 さ れ
て い る ｡
マ ウ ス に お け る再接種試験成績 か ら ､ EBsAg 挿 入RVV をEBV
予 防の た め に 用 い よ う と す る場合 の ワ ク チ ン 接種 ス ケ ジ ュ ー ル
と し て ､ 現 行 の ヒ 卜血祭由来圧Bワ ク チ ン の 2 回接種 よ り ､
RVV で - - 次免疫後 一 定期 間 を経た後血菜由来HBワ ク チ ン を再接
- 7 0-
種す る こ と に よ り ､ 高 いEBs 抗体の 誘導 お よび持続が期待 さ れ
､ ま た こ の 方法 に よ りRV V l回 の み の免疫よ りず っ と高 い且Bs
抗体持続が み られ る こ と か ら ､ 新 し い 免疫 ス ケ ジ ュ ー ル と して
期待 さ れ る o 一 次免疫 に 用 い たHBsAg 挿入RVV とhete r oな抗原
遺伝子 を挿入 したJEV遺伝子挿入RVV を再接種 した場合 ､ 一 次
免疫 に 用 い たRV のEBsAg に 対 す る抗休価 に 影響を与え る こ と
なく JEV に 対 す る 中和抗体を誘導す る こ とが で き た ｡ こ の こ と
は ワ ク チ ニ ア 抗体保有者または以前 にRVVを接種 さ れ た人 に対
し て ､ 新 し く 作られ たRV V ワク チ ン を 接種 す る こ と に よ り ､
RVV に 組 み 込 ま れ た抗原 に対す る抗体を誘導 で き る 可能性を示
唆 し た も の で あ る o 6 ヰ)
- 7 1-
第 5 章 R V V- H fミ s,T ウ イ ノL/ _ ス の 病 原
J卜生
moま た は m8株 はLO株を親株 と し て ､ 温 度感受性(七s)で 遥択 さ れ
た弱 毒 ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス で あ り ､ ウ サ ギ や サ ル に お け る神軽病
原性 は他 の ワ ク チ ン 株 ､ す な わ ちCV- 1,h
T
e w Yo rk Br o a rd of
珪e alt h(NYBH),他 日 お よ び 両株 の親株 のListe r株 よ りず っ と低 い
こ とが報告 さ れ て い る ｡ 6 5･ 6 6)
本章 にjS
'
い て は弱毒 ワ ク チ ニ ア ウイ ル スrnOま た はm8株 に 異種抗
原遺伝子を挿入し て作成 したR VVの 局所反応 お よ び神軽病原性を
､ 親 株 の mO, m8
▲
お よびLe株と比較EJ T､ そ れ ら性質が親株と同様 で
ある か どう か を検討した ｡ 7 3)
5 - 1) 実験材料及 び方法
ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス : mO, m8,LO, 耶 株
RVV:Pt k HBs - R VV: ⅥRHB-P,LOHBl
-i
,
mOⅠIB9-1, 用8 IB20
-3
PT . 5‡IBs - RVV: rPr o且BⅥR28, rProHBLO17, rPr o五BⅧ014 3,
rPr oH BⅡI83 9
ウ サ ギ : 日 本白色種 (i_ 8 - 2. 3 Kg,雌)
マ ウ ス : d dY, 4 週齢 ､ 雌
局所反応 ウ サ ギ背部皮内 にLOfIB トl, mOHB9-1 お よびm8王B
20-3 の108 TCID5 ｡を接種 し ､ 発赤 の程度(ED5 ｡)
を 2 週 間観察した o
神 経病原性 テ ス ト 7 a) : 105 ･ 8 ,1 06 t 8TCID5 0 の甘R,LO, mO, ma 株
- 72 -
お よ ぴ そ れ ら の RVVを ウ サ ギ の 両側 の 脳内 に接
種後 ､ 6 日 目 に援脳 し ウ イ ル ス 分寵 ､ 貰光抗体
法 お よ び泉邑織 の 病理検索を行 っ た ｡
a ) ウ イ ル ス 回 収分離 : 1 0 %脳乳剤を作製し ､ それ をRX-
13細胞 に接種 し て ウ イ ル ス 力価(TCID5 ｡ /ml)杏
求めた ｡
b)蛍光抗体法 丁 3) : F ITC標識 ワ クチ ニ ア 抗体を用 い て ､ 脳 組
織中の特異抗原 を観察した ｡
c) 組織学的観察7 3) 三 ウ サ ギの 貰光抗体法 に 用 い た反対側の
脳 を 1 0 % ホ ル マ リ ン に 固定後 ､ パ ラ フ ィ ン 切
片を作製し ヘ マ ト キ シ リ ン - エ オ シ ン 染色 を施
し観察 した ｡
向神経性 テ ス ト 丁 3) : ddY マ ウ ス にLO7 ･ 3TCID5 . のLO, mO 株 ､
お よぴ そ れ らの RVVをi. p . 接種 し ､ 同 時に0. 2
rngの コ
ー チ ゾ ン ア セ テ ー ト を筋肉内 に接種し接
種後の 脳 及 び血中の ウイ ル ス 分離を行 っ た 三 4) ら
5 - 2) ウ サ ギの 局所反応
L OHBl - 1 お よ びm8HB20- 3株 に よ る 局所反応をFig- 5 - 1 に 示 し
た Q LO托Bト1 株 で は接種後 1 - 2 日後接種部位 の皮膚 が発赤腫
脹 し ､ 3 日 目 に は出血性の 膿癌を形成し ､ そ の 後中心部が潰癌
を形成 し て 自潰し ､ 6 - i 0 日 日 に痴皮 の形成 が み られ た Q
m8 HB20 - 3はLOHBl - 1 に 比 べ ､ か な り 弱 い 局所反応を示 し ､ 小さ
な 丘疹 は出来 る が ､ 出血性膿癌は形成 せ ず､ 痴皮形 成 に い た っ
た o 既 に は示 し て い な い がmO壬柑9 -1 はLOとm8株 の 中間 の 反 応 を
- 7 31
Fig. 5- i Po ck le sio nin r abb its inje cted withr･e c ombin a nt
v a c cinia vir u s e se xpr e s sing 打BsAg.
Rab bits w e r einje cted ifltr ade r m ally wi th5是108 TCID5 0/7site s.
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示 し 6 日 目 に は癌皮が形成 さ れ た o こ の 痴皮はmOHB9- 1, 皿8HB20
3 では ､ 2 週 目 ま で に は脱落したが ､ LOHBl- 1 で は 2 週 間目 で
も ま だ痴度 を伴う潰癌が残 っ て い た o rPr o耶 耶29, rPr o正BLO17,
rPr o兄BmO1 43お よ ぴ rPr oHBB7839の 皮膚に お け る ウイ ル ス 増殖性
はFig･ 5- 2 の と お り で あ る ｡ 各RVVの 皮膚 に対す る 反応は ､ 接
種後 5 日 日 ごろ を ピ ー ク に減少し始め , か つ それ ぞれ の 親株と
比較す る とRV Vは親株より増殖性 は 弱 く ､ そ の 程度 はWR)LO〉mO
〉TD8 の 順 で あ っ た o
5 - 3) 神経病原性
a) 脳 内接種試験
①WR,LO, mOお よぴ 舶株 ∴ な ら び に そ れ らRVV の 106 ･ 8 ま た は
105- 8 T CID5 0 を ウサ ギ の 脳 内 に接種し ､ 6 日後 ウ イ ル ス 回
収 お よ び組織病理学的検索を行 っ た o Table 5 - 1 は そ の結果
を ま と め た も の で ､ WR株 (そ のRVV も含め る) およびLO-‡B
ト 1 の 10
5 ' 8 T CID 5 0 接種 ウサ ギ は ､ 接 種後 5 - 6 日目 に 四
肢 の 麻痩を起 こ して 死亡 し た Q - 方mO, m8 株お よ ぴ mOHB9- i,
m8 HB20- 3接種 ウ サ ギ で は ､ 麻療等 の 臨床症状を呈す る ウ サ ギ
は認 め られ な か っ た o
② WR,LO, mO, m8 株お よ び そ のRVV を脳 内接種後 ､ 脳 で の ウ
イ ル ス 回収を行 っ て み る と ､ Fig . 5- 3 に 示 す よ う に m8, m8HB
20-3株 で は ウ イ ル ス は 回収 さ れず ､ mOお よ ぴF10H B9- 1 株 で は
回収 ウ イ ル ス 力価は101 ･ 2 5T CI D5 O以 下 で あ っ た o - 方WR株 で
は106 - 5TCID5 ｡ の ウ イ ル ス 力価を示 した ｡
③脳組織 の蛍光抗体染色法 で はm8,RVV- m8 株 で は ワ ク チ ニ ア
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抗原 はdete ctされ な い が ､ 附 ,LO お よぴ そ の RV V株接種 ウ サ
ギ で は髄膜械毛膿叢や脳実質 で も ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス 抗原 が
検出さ れ た (Fig･ 5- 4)o し か しEBsAg 披 い ずれ の ウ サ ギ 脳組
織 中で も検出す る こ とが出来な か っ た ｡
④ 和 ,LO, mOお よ び m8株脳内接種 ウ サ ギの 脳 内接種 ウ サ ギ の組
織病理学的所見はWR株 が 一 番高度 の 病変を示 し (Fig . 5 - 5,5 -
6)､ 耶〉LO〉mO〉m8 の 順 に病変は軽く な っ て い た o か つ R VVは
親株 の 神経病原性 よ り さ ら に軽度 の も の で あ っ た ｡ 主 要脳病
変は脈絡叢髄膜炎と実質 の緒環障害 で ､ そ の 程度はFig. 5- 7
のReTD a rks に 示 し た o Le sio n s co r eを 定め接種ウ イ)L/ ス 量 と
の 関係 か ら組織病変を数量化しFig. 5 - 7 に示 した o
b) 向神経性試験
マ ウ ス 腹腔内 にWR, mO 株お よ ぴ そのRVV のWRHBP, mOⅡB9- 1
を 接種し ､ 4 - 8 日目 に ウ イ ル ス 血 症 と こ れ を介し て の ウイ
ル ス の 中枢神軽系 へ のウイ ル ス 到着 に よ る ウイ ル ス 増殖 (脂
内ウイ ル ス 量) を検討した ｡ Fig. 5 - 8 は そ の 結果 を示 し た ｡
Ⅵ旧お よ ぴWRHBPは接種後 6 日 目 に ､ 血 中お よ び脳 内 ウ イ ル ス
量 は最大となり ,6Ⅹ106TCI D5 0/7n1 の 力価を示 したが ､ WRHBP
の ほ う がⅥR親株より検出 ウ イ ル ス 量 は は る か に 少な か っ た o
一 方 田0及 びmO EB9 - 1 接種群 で は ウイ ル ス 血 症 も認め られな い
し ､ 脳 中 か ら の ウイ ル ス も 回収 さ れ な か っ た ｡
5 - 4) 要約 ､ 考察
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Fig. 5
- 4 Vir al a ntige n s of va c cinia vir u sin the m e ninge s｡ Spe cific
flu o r e s c e n c e s w e r e als o r e c ogniz ed in the vas c ula r w al l.
闇R vir u s str ain, six.days po stin o c ulatio nX760.
- 80-
Fig ･ 5- 5 Seve r e m e ni gitis･ a ,湖a s siv e aggr egatio n of ps e udo -
e o sin ophils, h istio cyte s,
.
o ede m a, a nd ha eTn O r rhage with
pa r e n cbym al le sio n s c o n sisting of ba e m o r rhage, a ede ma a nd
c el lula r pr olife r atio n. W Rvi m s str ain. b,Re s e mbling
le sio ns of the W Rvir u s str ain o rigin, but the e xudat ive
cha nge s T r e e mi lde rtha ntho s e of t he W Rviru s str ain a nd
the ps r e n chym al lesio n w a s abs e nt. 簡REB- P str ain. Six days
po stin o c ulatio n, ha e m ato xylin a nd e o sin,Ⅹ655.
-81-
㌔が
Fig･ 5
- 6 Me ningitis: a, Ⅲild to m ode r ate c o n si ting of lympho -
pla s 柑a Cytic c ellirlfiltratio n, m8 vir u s str ain. b, M il d
r e s e mbling to lesions of m8 vir u s str ain o rigin. m8fIB20- 3
str ain. Six days po stirlO C ulatio n,ha e m ato xylin a rid e o sin,
又65 .
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要約
① ウ サ ギ皮内接種試験 に よ りRVV の 局所反応は遺伝子挿入 ベ ク
タ ー と し て 開 い た各親株 の 局所反 応と大差は認め られず ､ そ の
強 さ はLO〉mO〉m8株の 膿 で あ っ た ｡
② 帆 LO株並び にWR甘BP,L OHBトl の ウ サ ギ の 脳 内接種試験 で
そ れ ら ウ イ ル ス を接種 さ れ た ウ サ ギ は麻痩を起 こ し ､ 接種後 5
- 6 日 目 に死亡した ｡ そ の 脳 痛変は高度 で ､ ま た脳組織 か ら の
ウ イ ル ス 回収 で は高 い ウ イ ル ス 価 を示 し た ｡
③ 一 方 moお よ ぴTnOHB9 - i, な らび に m8及 びm8 EB20-3株 で の 脳内
接種 で は ､ 臨 床症状を示 す ウ サ ギは み られ な か っ た ｡ ま たⅢ8,
m8fIB2 0- 1株 で は特 に 脳組織 よ り ウ イ ル ス も 回収 さ れず, 組織病
変 はWR,LOI お よ ぴWRHBP,L OEB ト1 よ り は る か に軽度 で あ っ た o
④脳内 に接種 さ れ た 耶 ,RVV- WR 殊 は病変部 に - 致 し て ､ 髄膜 ､
脈絡叢 ､ .脳実質 に ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス の 特異抗原 が検出さ れ た
.
⑤ マ ウ ス 腹腔内接種試験 で ､ WR株お よ びそ のRV V,W REBPの み 血
中及 び脳 か ら ウ イ ル ス が分離 さ れ たが ､ TnOお よ びrH8株 な らび に
そ のRVVで は 血中及び脳 の い ずれ か らも ウ イ ル ス 分離は さ れ な
か っ た ｡
考察
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス のTK
‾
m ta ntがTX＋ の wil dty pe の ウイ ル
ス に 比 べ ､ 神経病原性または三 叉神経系 で の 増殖性が弱 い こ と
が す で に知 られ て 怠 り 丁 4 ･ ' 5) ､ ま た Bul le r ら 2 1) は砺Rの T京サ
イ ト にt[BsAg 遺 伝 子 を挿入 し たTK‾ の RVVがT民 ＋の 闇R株よ り マ
ウ ス の 病 原性 が減弱 さ れ る こ と を報告して い る ｡
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弱毒 ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス mOま た はm8株 のTXサ イ ト に芭BsAg 遺
伝子を挿入 したRVV.は ､ 遺伝 子挿入 ベ ク タ
ー と し て 用 い た それ
ぞ れ の 親株 の 弱毒性より弱 い傾向が あ っ た
7 3}
｡ 皮膚 で の 局所
反応は 冊 お よ ぴLO株 に比 べ は る か に 弱 く ､ ウ サ ギ 脳内接種試験
で も W'R お よぴ LO 株 の よ う な 脳組織で の ウ イ ル ス 増殖は認め
られず ､ ま た組織病変も軽度 で あ っ た ｡
マ ウ ス 腹腔内 にRマヤを接種し ､ 血 中お よ ぴ脳 で の ウイ ル ス 分
離 をした と こ ろ ､ WR株 の場合は親株 お よ び そ の RVV株 とも血中
脳 か ら高 い ウイ ル ス 感染価を示 して ウ イ ル ス が 匝収 さ れ た が ､
mo ぉよび m8株 で は 血中お よ ぴ 脳 の い ず れ か ら も ウ イ ル ス は 回収
さ れ な か っ た ｡ こ の こ と はⅢ0株 は ウイ ル ス 血 症 を示 さ ず ､ ま た
そ の た め に 血液脳間 門
･を通 過 し て 脳 に ウ イ ル ス が到 達しな い こ
と を示 す も の で あり
7 3)
､ rPr oEBmO1 43 は ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス
撞種後の 種痘後脳 炎または脳症 の 合併症の 発生は非常 に低 い も
の と推定 さ れ た ｡
ⅥR株 の RVVは親株 に比 べ て ､ 神経病原性は低く な っ て は い る
も の の ､ 依然mO, m8 株 よ り高く ､ WHOr e co m m e ndatio n
之 2' の よ
う に よ り 弱毒した ワ ク チ ニ ア 株を遺伝子挿入 ベ ク タ
ー と し て 使
用 す る こ とが ､ よ り安全 な組換えRV V ワク チ ン を開発す る 重要
な因子 で あ る と考 え られ る . こ の こ と か ら も弱 毒株を親株 と し
て 作製 さ れ たrPr o昆BmO143 は ､ 前章 の 免疫原性を考慮した時有
望 なRVV ワ ク チ ン と なる 可能性が示唆 さ れ た o
- 8 6-
第 ∈; 章 R V V の安 定 J 性
pT . 5プ ロ モ ー タ ー と共 に ､ ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス の TKサイ ト に組
み込 ん だEBsAg 遺伝子を挿入したRVVは マ ウ ス や ウ サ ギ に接種 し
た こ と に よ り ､ 十 分な貝Bs 抗体を誘導 さ せ る こ と が で き ､ か つ 動
物 に対 す る 局所反応 お よ び神経病原怯も遺伝子挿入 ベ ク タ ー と し
て 用 い た親抹 よりは る か に 反応が軽減 さ れ て い た ｡ mO株 を親株 と
して 作製 さ れ たrPr oHBmO1 43は免榎原性を考慮す る と き ､ 将来生
ワ ク チ ン と し て の 利用も考 え ら れ る こ とが前章ま で で 明 ら か と な
っ た ｡
し か し実同化を目指す ため に は ､ 何代 か継代した後 で もRVV ウ
イ ル ス 白身がそ の特性の 表現形 か ら も ､ ま た遺伝 子 的に も安定 で
ある こ とか ワ ク チ ン 化の 上 で 重要な事項 で あ る ｡
本章 に お い て は ､ HBsAg 遺伝子 を挿入 し たRVV が親株 と同様の
特性を持 ち ､ そ れ が表現形上安定 で ある か否 か ､ ま た挿入 さ れ た
遺伝子お よ ぴ そ の発現が安定 で あ る か否 か を検討し ､ R VVの 安定
性 の面 か ら さ ら に 実用化 の 可能性を論じ る ｡
6 - 1) 実験材料及び方法
細胞 : ウ サ ギ初代腎細胞 (PRK)
RR- 13 細 胞
ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス : LO, mO, m8株 ､
R V V rPr oHBL O1 7, rPr oIBmO1 43, rPr o王IBn839株
ビオ チ ン ー ア ピ ジ ン 法7 7) : ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン に 吸着 さ せ た
- 87 -
ウ イ)i, ス プ ラ ー'ク を ビ オ テ ン 捷識 ヤ ギ抗ウサ ギ
IgG と反応 さ せ ､ 過 酸化水素 - ア ピ ジ ン で 発色 さ
･ せ た ｡
H BsAg 発現量 の測定 : オ ー ス サ イ ム ⅠⅠ(ダイ ナ ポ ッ ト)
安定性試験 : LO, mO お よ ぴ m8株 な らび に そ れ らRVV;rPr oRBLO17
･rPr otiBmO143, rPr oHBm8 39を ､ 単層培養 した初代ウ
サ ギ腎細胞 で30o ､ ま た は3 70 ､ 5代 及 び 1 0代
継代し , 以 下 の 試験 に供した ｡
①HBsAg DN Aの 確認試験 : 単層培養したR K- 13 細 胞 に ､
1 0 代継代後 のRVV を接種し ､ 生 じ た プ ラ ー ク を
ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン に 吸 着 固 定 し 丁 6) ､ 3 2fL
ⅡBs･Ag D触
, と ハ イプ リ グイ ズ さ せ た .
②HBsAg の 確認試験 : 単層培養 し たRR- 13 細胞 に ､ i 0代
継代後 のRVV を接種し ､ 生 じ た プ ラ ー ク をナ イ ロ
ン メ ン ブ ラ ン に吸着後､ ビオ チ ン ー ア ピ ジ ン 法 に
よ りBBsAg を確認した o
③ マ ー カ ー 試験 ; 温度感受性(ts)､ ブ ラ ッ ク サ イ ズ お よ び
ポ ッ ク サイ ズ の 各試験を実施 した ｡
a)ts試 験 ; 生物学的製剤基準 T l) ､ 組 織培養痘痕 ワ ク
チ ン の マ ー カ ー 試験法 に よ っ た ｡
b)プ ラ ー ク サ イ ズ試験 ;ts試験 に 開 い たR_K- 13細胞 に
生 じ た プ ラ ー ク の 大 き さ を測定した o
c)ポ ッ ク サ イ ズ試 験 ; 生物学的製剤基準
T l】
､ 組織培
養痘痕 ワ ク チ ン の マ ー カ ー 試験法 に よ っ た
- 8 8-
6 - 2) 挿入HBsAg 遺伝子 の安定性
PRK細胞 で30o , ま た は370 , 10 代継代後 の RV をR定一 13 細胞
で プ ラ ー ク を作 ら せ ､ 3 2p - HBsAg DN Aとプ ラ ー ク ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン した . そ の 結果はFig. 6- 1 に 示 し た o RE- 13細 胞上 に 生
じた プ ラ ー ク は ､ ほ と ん ど3 2p-fIBsAg DNA と ハ イ プ リ グイ ズ して
お り ､ i 0代継代後もIiBsAg 遺 伝 子 が安定し て 保持 さ れ て い る こ
と が 示 さ れ た ｡
6 - 3) 叩sAg 遺伝子発現 の安定性 I
a) 3 0o ,3 7O で 10代継代後 のRVV を ､ RR- 13細 胞 に感染 さ
せ 生 じ た プ ラ ー ク を ビ オ テ ン ー ア ピ ジ ン 標識‡柑s 抗体 で発色 さ
せ た結果をFi亘+. 6- 2 に 示 し た ｡ 1 0代継代後生じたプ ラ ー ク の
ほ と ん どが青色 の 発 色 を呈 し ､ H BsAg が安定 して 発現 さ れ て い
る こ と が確認 さ れ た ｡
b) 単層培養 したRR-13細胞(2Ⅹ105c ells)に m _ o . i. 約 3 0 で､
各継代後 の ウイ ル ス を接種し ､ 接種後370 , 48 時間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し ､ 発現 さ れ たHBsAg 量 をEL工SA法 で測定した o
Tab le 6 - 1 は各継代後の RV Vか ら発現 され た苫8sAg 量 を ヒ 卜血
祭由来fIBsAg に 対す る相対力価 と し て求めたも の で あ る ｡ 発現
さ れ たHBsAg 量 は ､ い ずれ の株 に お い て も ほ と ん ど変わ りなく
1 0代継代後もRVV の EBsAg 発現量は安定し て い た o
6 - 4) マ ー カ ー 試験
ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス の 弱 毒 マ ー カ ー と し て ポ ッ ク サ イ ズ T 9､ 8 0)
プ ラ ー クサ イ ズ 8 1)お よ ぴtsが ､ 神経病原性との 関連 に お い て そ
- 8 9-
8Fig. 6- 1 Auto radiogr a m of in si tu plaqu ehybri diz atio n wit ha n
H BsAg DNApr obe. Re c o mbin a nt vir u s(105 ･ 0 T CID5 0)w a splaqued
o nto m o n olaye r s of RE13c e11s. The m o n olaye r s w e r e stain ed
wi thrl e utr al r ed a nd the n tr a n sfe r r ed to rlylo n- m e mbr a n e
fi lte r s(A,B). The filte r s 甘e r ehybridiz ed with 3 2p- labelled
HBsAg DNA a nd a uto r adiogr aphed (a,b)_ RVVafte r10pa s s age s
at 3 7o C(A, a) o r ョoo (B,b).
- 90 -
mO' rProH8研耶43(10郎 rkProH8m83粥1 如き
Fig. 6- 2 Dete ctio n of HBsÅg by Biotin - Avi din e m ethod.
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れらを示 す ウイ ル ス 株が 弱毒株 で あ る こ とが知られ て い る ｡ そ こ
でRVVをPRR細胞 に 1 0代継代 して もRV が 遺 伝 子挿入 ベ クタ ー
と し て 用 い た親株と同様 に ､ 弱 毒化 の マ ー カ ー を保持 し て い る か
どう か を確認 し た 7 8) ｡
a) ts試験
mOお よ ぴ m8株 のRV V;rProⅠiBmO143, rPr oH Bm83 9辻 ､ 10代継代し
た後 のRV も親株同様tsが 保持 さ れ て い る こ と が確認 さ れ た o
Tab le 6
,
-2 は各 ウイ ル ス の3 5o 及 び40. 8o で の 増殖比を示すも
の で ､ LO株 はそ の増殖比が101 ･ 3 以下 で tsを 示 さ な い が ､ rPr o
tiBmO143､ rPr oHBm839お よ び 1 0 代継代後 の そ れ ら は ､ い ずれ
も増殖比が 川 5.以
l
上 でt 白マ
'
- カ ー を保持 し て い る こ と が確認 さ
れ た ｡
b) プ ラ - ク サ イ ズ試験
ts試験 で生じたプ ラ ー ク の 大 き さ を測定し ､ そ の 平均値をま
と め た の がTable 6-3 で ある o rPr oHBmO1 43, rPr oHB甘1839はFig_
6 - 3 に示 す よ う に ､ い ず れ も 1 0代継代前後 で そ の プ ラ ー ク サ
イ ズ に ほ と ん ど差 は認められな か っ た ｡
c) ポ ッ ク サ イ ズ 試験
1 1日鰐化鶏卵 の 婆尿腰上 に ､ 各RVVのPRK継代前後の 株を
接種 し､ 35o ,2日 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し ､ 梁尿腫上 に生じた
ポ ッ ク の 大 き さ を 測 定 し た ｡ Tab le 6 - 4 は そ の結果 で あ り ､
F土g. 6- 4 はmO株 の , F ig. 6 - 5 は m8株 の ポ ッ ク を示 した ｡
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rpr o甘B皿O143 で は 1 0 代鮭代後 で も ､ そ の ポ ッ ク サ イ ズ はほ
と ん ど変化 しな い が ､ m8株 で は 3 0o J､ 1 0代継代後 ､ そ の ポ
ッ ク サ イ 女が少し大きく な る傾向 が 見 ら れ ､ そ の 大 き さ はmOの
ポ ッ ク サ イ ズ に 近 く な る が ､ 現 行 の組織培養痘痕ワ ク チ ン に お
け る ポ ッ ク サ イ ズ の 基準 ' 11 は十分 に満し て い た o
6 - 5) RV の o n e- step gr o vtb
TnOお よ ぴrn8株の R VVは 1 0代継代後も ､ 親株 と同様 の 弱毒 マ ー
カ ー を保持 し て お り ､ か つ 組 み 込 まれ た昆BsAg 遺伝子 の保持 お よ
ぴEBsAg 発現 量 の 安定性が確認 さ れ たが ､ さ ら にP RE細胞 に 同 -
m . o _ i _ で 各 ウ イ ル ス を接種 した場合の o n e- step gr o vth曲線を作
り ､ 各 ウ イ ル ス の･細胞内で の gr owt br ate を検討した ｡ F主g. 6 - 6･
はrPr oEBmO143 の 初代 お よ ぴ300 ま た は 37o , 10代継代後 の ウイ
ル ス を
'
i p. f. u _/c ell でPRK に接種した試験 で ､ RVV は各棟 と
もPRK 細胞中で の o n e step gr o wth量 に ､ 差 は認 め ら れ な か っ た｡
継代 に よ っ て も細胞内の gr o w七h r ate に 差が出な い こ とが確認 さ
れ た ｡
6 - 6) 要約､ 考 察
要約
① pRR細胞中､ 3 00 ま た は3 70 ,10代継代後の rPr oHBmO143,
rpr oB Bm839は 3 2p 一 托BsAg Dh
T
Aとの プ ラ ー ク ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ
ョ ン に よ り ､ 挿 入 し たHBsAg 遺伝子が安定して 保持 さ れ て い る
こ と が 認 め ら れ た ｡
- 1 0 0-
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② 1 0代総代後 の 株 の プ ラ ー ク の ､ ビオ チ ン ー ア ピ ジ ン 染色
お よ び in vitr o で の且BsAg の El一I SA法に よ り ､ そ れ ら継代後
の 株は安定し てBBsAg を 発現 し て い る こ とが認められた ｡
③遺伝子挿入 ベ ク タ ー と して 使用 し たrnOま た はm8株 の 弱毒 マ ー
カ ー で あ る ､ ポ ッ ク サ イ ズ ､ プ ラ ー ク サ イ ズ ､ tsは ､ RVV で も
そ の マ - カ - は保持 さ れ て い た ｡ ま た rPr oHBm839の 300 , 10 代
松代後 の株 で の み ポ ッ ク サ イ ズ が少し大きく なる 傾向が見られ
たも の の ､ rPr oHBm839抹の37o お よ ぴrPr o呂BmO143珠 の30o ま
た は37o , 1 0代継代後の も の は ､ 以 上 の マ ー カ ー に 変化 は 認
め ら れ な か っ た ｡
④ RVV の 細胞内 で の gr o wtbr ate も ､ 継代 に よ り変化 が認め
られ な か っ た去
考察
l
遺 伝子挿入 ベ ク タ ー と して 使用 し た親株 の生物学的特性が ,
RV Vで も安定し て保持 さ れ ､ そ の 特性 が細胞継代 に よ っ て 変化
しな い こ と ､ ま た挿入異種遺伝子が安定し て保持 され ､ そ の 発
現 が安定 し て い る こ と は 刑Ⅴ ワ ク チ ン 開発上 の 必須条件 で ある
PR K細胞 でRV - mO,RV V- m8 を30o , ま たは3 7o , 1 0 代継代試
験 で ､ 親株 の 弱毒 マ ー カ ー の ポ ッ ク サ イ ズ ､ プ ラ ー クサ イ ズ ､
七sの 保持 ､･ 組 み 込 ん だ 耶 sAg 遺伝子 の保持 ､ HBsAg 発現量 の安
定性 お よ ぴ細 胞内で の gr o wthr a七e の 安定性が観察 さ れ ､ 作 出
さ れ たRV Vが非常 に安定した株 で あ る こ と が 証 明 さ れ た T a) ｡
特 に ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス の ポ ッ′ク サイ ズ は ､ 人 に 対する病原性
と密接な関係が あ る ことが知られ て お り 7 9･ 8 0' ､ 異 種遺伝子を
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挿入 したRVV を ､ 生 ワ ク チ ン と･して 利用す る こ と を考えた場合
ワ ク チ ン 製造 の 細胞松代 レ ベ ル 以上 の 細 胞継代後 で も ポ ッ ク サ
イ ズ に変化が な い こ と を確認す る こ と はRV V ワク チ ン の 実用化
に お い て 非常 に 重要な こ と で あ る ｡
前章 に記載したよう にR VVの 神経病原性 点 よ ぴ安定性の 面 か
ら
7 9)
rpr o托BrnO 143お よ ぴrPr oliBm83 9は優 れ たRVV生 ワ ク チ ン
株 と な る 可 能性が示 さ れ た ｡ し か し ､ rPr oliBm839はin vitr oで
はrPr o兄BmO143 と ほ ぼ同程度 の 細 胞内 で の gr o wthrate やHBs
Ag発現も変わ りが 見られ な い が ､･ 第 3章 で 示 し た よ う に ､ HBs
抗体誘導能 はrPoliBⅢ014 3に比 べ て 劣 り ､ B 型 肝炎予 防の た めの
RV 生 ワ ク チ ン の 実 用化を考 え た場合 ､ rPr oHBlⅢ8 39よ りrPr oHB
'
mo143
I
の 方が よ り実用■化
`
の 期待が持て る も の と考えられ た c
- 1 0 3-
総 括
B 型肝炎 の 原田 ウイ ル ス で あ るHBV は e n v elopeとc o r eか ら構成
さ れ ､ e n v elopeに 存在す るHBsAg は ､ HBV の 二重鎮DNA 上 のS 遺
伝子 に コ ー ド さ れ て い る ｡ こ のHBsAg は病 原性 を有 せず ､ 免疫原
とし て 利用す る と ､ B 型 肝 炎を予防す る抗体 (昆Bs 抗体) が産生
さ れ ､ ヒ ト血菜中のHBsAg を利 用 した ワ ク チ ン ま たは酵母阻換 え
ワ ク チ ン が実用化 され て い る ｡ 本 研究で はB 型 肝炎を予 防す る た
め の RV 生 ワ ク チ ン を 開発す る た め ､ E BsAg を コ ー ドす る 遺伝子
を弱毒 ワク チ ニ ア ウ イ ル ス の 増殖 に は関係の な い 部位 で あ るT蛙サ
イ ト に挿入す る こ と に よ り転換 えRV V を作出した o そ のRV Vか ら
発現 さ れるHBsAg の 性状 ､ な ら び にRV の 免疫原性 安全性 お よ
びRV V の 安定性等 に つ い て の 試験を行 い ､ RV V生 ワ ク チ ン の 実 用
化 の 面 か ら検討を行 っ た ｡ 得ら れ た成績は以下 の よ う に総括 さ れ
る ｡
1 ､ EBsAg 遺伝子を弱毒 ワク チ ニ ア ウ イ ル スrDOま た はTn8株 のT罷
遺伝子サイ ト に挿入す る た めの プ ラ ス ミ ドの構築 ､ jSよ び構築 さ
れ た プ ラ ス ミ ド を 開 い ho m ologo u str a n sfe ct io n に よ り組換え
RVV を作製す る事が で き た ｡
2 ､ TR遺伝 子 プ ロ モ ー タ ー の み を利 用 し た場合 ､ tIBsAg の 発現
は認 め ら れ る も の の ､ そ の 発現 量 は少なく ､ 生 ワ ク チ ン と し て の
利用価値は少な い と思 われ た ｡
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3 , ワ ク チ ニ ア 初期タ ン パ ク プ ロ モ ー タ ー PT . 5をTEプ ロ モ ー タ
ー の 下涜 に連結したプ ラ ス ミ ドを構築し選択したRVV は ､ 十分量
の HBsAg を発 現 し ､ 本研究 の 目的とす る生 ワ ク チ ン 開発 の た め の
第 - 歩 を築 く こ とが で き た o
4 ､ P7 . 5 プ ロ モ ー タ ー を連結 し たRVV に よ り発 現 さ れ るHBsAg
の 物 理 的性状 お よ び抗原 性 をin vi tr o, ir上 Vivo で 検討した ｡
RV V に よ り発現 さ れ るHBsAg は 粒子 と し て 発 現 さ れ ､ こ れ を ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ トグ ラ フ ィ - ､ CsC1密度勾配遠心法 に よ り精製
し , 性状 を調 べ た と こ ろ ､ 浮遊密度1.1 88､ 分子量24. 5 Ed, 28Ed
の ほ ぼ均 一 な 球形 の 粒子 で ､ 粒 子 サ イ ズ はn ativ eな ヒ 卜血婆由栄
HBsAg 粒子 の サ イ ズ (2 1- 22n m) に比 べ ､ わ ず か に大きく30. 7 -
31:2h血で あ づ た ｡ ま た
`
こ のRVV' 感染時､ 培地中 に糖鎖結合阻害刺
の ツ ニ カ マ イ シ ン D を加 え ､ 肌Ⅴ を増殖 させ ､ 免疫沈降を行うと
分子量28Kdの タ ン パ ク は消失した こ と か ら ､ n ativ eなIBsAg と同
様 ､ 肌Ⅴ に よ り発現 され るBBsAg は糖鎖結合 し た も の が存在す る
こ とが 立証 さ れ た o
5 ､ こ のHBsAg を in vitr o(平行性検定)､ in viv o(BA L古/c マ
ウ ス) で免疫原性 を検討 した と こ ろ ヒ ト血 祭由来HBsAg と類似し
た免疫原性を有する こ と が 示 さ れ ､ ワ ク チ ン 用抗原 と し て 利用 で
き る 可能性が示 唆 さ れ た ｡
6 ､ R VVウ イ ル ス を そ の ま ま生 ワ ク チ ン と し て 利用 で き る か ど
う か を検討す る た め ､ ウ サ ギ ､ マ ウ ス ､ サ ル に 免疫しそ の抗体産
生 に つ い て 検討を行 っ た o そ の 結果TKプ ロ モ ー タ - の み をHBsAg
の 上流 に持 つ RVVで はin vitr oの 結果 か らも推定 さ れ た よう に ､
ウ サ ギ に i･ d. 接種 した場岳に は ほ と ん ど抗体産生が認 められず
- 1 0 5-
わず か に i. Ⅴ . 接種 ･した場合 の み抗体産生が認め らゎた ｡
7 ､ P7 . 5 プ ロ モ ー タ ー を 連 結 し たRVVを ウ サ ギ に接種 した場合
は ､ i. a. , i.心. 接種 い ずれ の場合もEBs 抗体が誘導 さ れ ､ rPr o托B
mO1 43 で はi･ Ⅴ ･ 接種 (5Ⅹ108 T CID5 0) で ､ 5 - 6 か月経過 後もま
だ100m工U/Tn1以 上 のHBs 抗体価が保持 さ れ て い た o
8 ､ マ ウ ス に お け る免疫原性試験 で は マ ウ ス朗HC のH- 2 lo cus
の 遠 い に よ りHBsAg に 対 す る抗体産生 に差が認められ , H - 2d]＼ プ
ロ タ イ プ を持 つ白ALB/c マ ウ ス にS_ S. 法 でRVV を接種す る こ と に よ
り ､ 定 量的 に 耶 s 抗体産生量を定量す るin vivo 測 定系が で き ､
附Ⅴ の 力価試験法を確立す る
､
こ とが で き た ｡
9 ､ サ ル に お い て もrPr oHBmO 14 3 の i. d. 接種 に よ りEBsAg に
対す るⅠ柑g 抗体.a)誘導 を確認す るて.と が で き た ｡
1 0 ､ す で に 種痘 ワ ク チ ン を接種した人や ､ 今後各種遺伝子 を挿
入 したRVv 生 ワ ク チ ン が作出さ れ た場合 にRVV を再接種 す る こ と
に よ り抗体の 誘導が可能 で あ る か検討 した ｡ ウ サ ギ に同 一 RV Vを
15か 月後再接種す る と ､ H BsAg に対 す るBo o ster 効 果 を 認 め る こ
とが で き ､ か つ ワ ク チ ニ ア抗体価も上昇す る こ と か ら ､ ワ ク チ ニ
ア ウ イ ル ス の 再接種 に よ り抗休誘導が可能性 で あ る こ と が 示 さ れ
fl o
i i､ 一 次 免疫 に月BsAg を挿入したRVV接種後 ､ hete r oなJEV 抗
原遺伝子を挿入 したRVVを 6 か月後 に再接種 した マ ウ ス の 再接種
試験 に お い て ､ J EV に対 す る 中和抗体の誘導 と ワ クチ ニ ア ウ イ ル
ス に 対 す る抗体の 上昇を認 め る こ と が で き ､ 異 なる 抗原遺伝子を
別 々 に挿入 し たRVV の 再接種が で き る こ と が示 唆 さ れ た ｡
さ ら に 一 次 免疫 にRV V を接種し て お きBo oste r 時 に ヒ ト血渠由
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来日Bワ ク チ ン を接種す る こ と に よ っ て ､ 現行 の と 卜血渠由来 IB
ワ ク チ ン の 2 回接種と い う接種 ス ケ ジ ュ ー ル よ り高 いHBs 抗体 が
誘導 され ､ し か も長期間 に わ た り高 いHBs 抗体価 の 持続が示され
た ｡ こ の 知 見 は新 し いB 型肝 炎 ワ ク チ ン の よ り有効な接種 ス ケ ジ
ュ ー ル を提供す る も の で ある ｡
1 2 ､ R V の 局所反応 お よ び神経痛原性が ､ そ の 遺伝子挿入 ベ ク
タ ー と し て 開 い た親株 の mOお よ ぴm8株 の それ ら よ り増幅 さ れ て い
な い こ と を確認す る た め ､ ウ サ ギ の皮内反応 ､ ウ サ ギ の 脳内接種
試験お よ ぴ マ ウ ス の腹腔内接種試験 を行 っ た ｡ そ の 結 果神経病原
性や局所反応は ､ RVV作製 に 用 い たmOお よ ぴⅢ8株 と 同程度 か そ れ
よ り も減弱 さ れ て お り ､ ま た親株と同様 に ウ イ ル ス 血 症 も向神経
性も認め られ な か っ た o 以 上 の- こと か ら ､ RVV接種 の副反応 も`親
株 よ り増強 さ れず ､.種痘後脳炎 ､ 脳 症 の合併症 の発生も極め て少
な い もQjと推察 さ れ た .
i 3 ､ H BsAg 遺 伝 子 を挿入 さ れ たrPr o托BmO1 43 およ びrPr oBBm839
は ､ ワ ク チ ン 製造 レ ベ ル 以 上 の 細胞継代後で も ､ ts､ ポ ッ ク サ イ
ズ ､ プ ラ ー ク サイ ズ の 弱毒 マ - カ ー は 安定で あ っ た o
i 4 , 挿 入 し た且BsAg 遺伝子も安定し て保たれ ､ H BsAg 発現量も
変わ らず ､ か つ 接種細胞内 で のRVVの gr o wth r ateも継代前 の も
の と変わ りは な か っ た ｡
以 上 の よ う な点 か ら ､ 本研究 に お い て 作出 さ れ たrPr oHBmO 143
お よ び rPr of柑m839 の弱毒性は確認 さ れ ､ 安全 で生物学的特性が安
定 し たRVV生 ワ ク チ ン 株 と な る 可 能性は十分あ る も の と考 え る が
両RV V の う ち rPr oHBmO143株 は特 に免疫原性 に優れ ､ 弱 毒 マ ー カ
ー を備 え生物学的特性の安定したRV V に なる こ とが確認された ｡
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さ ら に ､ ワ ク チ ニ ア ウ イ ル ス はそ れ自身 ､ 細 胞性免疫 (ウイ ル
ス 特 異 的キ ラ ー T の誘導) を惹起 す る こ とが知られ て お り ､ 接種
ス ケ ジ ュ ー ル や 現行 ワ ク チ ン と の 組み合わ せ を考慮す る こ と に よ
り ､ 現行 ワ ク チ ン 以上 に有効な ( 抗体の上昇 ､ 持続性) B 型 肝炎
ワ ク チ ン と な る こ とが期待 さ れ た ｡
- 1 0 8-
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